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1. RESUMEN

Achromobacter sp. 5B1 es una bacteria aislada de la rizésfera de Prosopis sp.
(mezquite) que crece en un ambiente salino, con la capacidad de mejorar el crecimiento
y la productividad en Arabidopsis. El uso de plantas mutantes, transgénicas y
tratamientos con el inhibidor del trafico vesicular brefeldina A, relaciond el efecto de
Achromobacter sp. 5B1 sobre el crecimiento de la raiz primaria y la formacién de raices

laterales con el transporte y la distribucién de auxinas.

Los analisis de expresidon en las plantas transgénicas relacionadas con la via de
sefializacion y el transporte de auxinas, crecidas en contacto con Achromobacter sp.
5B1, mostraron la redistribucién de las auxinas en la punta de la raiz, que a su vez mejoro
la respuesta auxinica en los sitios de iniciacion de los primordios de las raices laterales
y modificé el patrén de expresion de los transportadores de auxinas PIN reprimiendo a
PIN1y PIN7 en la provasculatura, asi como PIN2 en las células del cortex y la epidermis,
mientras que la expresion de PIN3 se incrementd en la cofia. En comparacion con las
plantas silvestres, en las plantas mutantes afectadas en el transporte y la sefializacion
de las auxinas, se agudizoé el efecto en la desviacion de la raiz primaria, lo que indujo la
formacion de giros. Nuestros resultados indican que los cambios en el transporte y la
distribucion de las auxinas por efecto de Achromobacter sp. 5B1 influyen en el
crecimiento direccional de la raiz, rasgo que contribuye al desarrollo y la capacidad de

adaptacion al ambiente.

Palabras clave: Achromobacter sp. 5B1, Arabidopsis, raiz, transporte de auxinas.



2. ABSTRACT

Achromobacter sp. 5B1 is a bacterial strain isolated from Prosopis sp. (mezquite)
rhizosphere that grows in a saline environment with the property of improving growth and
productivity in Arabidopsis. The use of mutants, transgenic plants, and treatments with
the vesicular traffic inhibitor brefeldin A, correlated the effect of Achromobacter sp. 5B1

on primary root deviation and lateral root formation with auxin transport and distribution.

Expression analysis in transgenic plants related to auxin response and transport in
contact with Achromobacter sp. 5B1 showed the redistribution of auxin at the root tip,
which in turn improved the auxin response at lateral root primordia, and modified the
expression pattern of PIN proteins repressing PIN1 and PIN7 in the vasculature, as well
as PIN2 in the cells of the cortex and the epidermis, whereas the expression of PIN3 was
slightly enhanced . Compared to wild plants, in mutants affected in auxin transport and
signaling, the bacterial effect on primary root deviation was exacerbated and coil
formation was induced. Our results indicate that changes in transport and distribution of
auxin by Achromobacter sp. 5B1 influence directional root growth, a trait that contributes

to development and adaptation to the environment.

Key words: Achromobacter sp. 5B1, Arabidopsis, root, auxin transport



3. INTRODUCCION

Las raices proveen soporte estructural al follaje y exploran el suelo en busca de
agua y nutrientes. La naturaleza sésil de las plantas impide que puedan escapar de las
presiones ambientales, por lo que han desarrollado mecanismos para adaptarse al
entorno. El crecimiento diferencial de las raices en la zona de elongacién es crucial para
en el proceso de adaptacion, ya que permite el movimiento discreto en respuesta a las

condiciones ambientales.

El crecimiento de las raices generalmente es bajo el suelo, lo que dificulta el
estudio de los procesos de desarrollo y la observacion de sus movimientos. El uso de la
planta modelo Arabidopsis thaliana que posee un sistema radicular simple ha permitido
explorar y comprender los mecanismos que subyacen las respuestas a estimulos como
la gravedad (gravitropismo), la luz (fototropismo), el agua (hidrotropismo), la salinidad
(halotropismo) y obstaculos (tigmotropismo) (Muthert et al., 2020).

Las auxinas mediante los procesos de transporte, distribuciéon y sefalizacién
participan en la modificacion de los programas de desarrollo. Mutaciones en los genes
gue codifican paras las proteinas encargadas del transporte, asi como el uso de
inhibidores del transporte de auxinas, afectan la concentracion y distribucion de las
auxinas. La mutacion en los genes AUX1 y PIN2, que codifican para los transportadores
de auxinas, resulta en raices agravitropicas y una reduccion en la formacion de las raices
laterales. El inhibidor del trafico vesicular BFA impide la localizacién de las proteinas en
la membrana celular, alterando el flujo y la direccién de las auxinas, por lo que la actividad
y la localizacion de los transportadores de auxinas en la membrana celular se relaciona
con el crecimiento diferencial en respuesta a los factores ambientales (Armegot et al.,
2016).

Los factores bidticos también influyen en el crecimiento de las raices. Algunas
bacterias que resultan benéficas a las plantas y que habitan en la rizésfera, conocidas
como rizobacterias promotoras del crecimiento vegetal (PGPR, por sus siglas en inglés
Plant Growth Promoting Rhizobacteria), estimulan el crecimiento y la productividad a
través de la adquisicion de los nutrientes del suelo, la produccion de fitohormonas y

confieren proteccién contra fitopatdgenos y condiciones de estrés (Vejan et al., 2016;



Kumar et al., 2020). La respuesta de las plantas en interaccibn con PGPR,
frecuentemente se refleja en la reconfiguracion del sistema radicular, puesto que
diferentes especies de rizobacterias afectan el crecimiento de la raiz primaria y
promueven la formacién de raices laterales, incrementando su capacidad de adquirir los

recursos del entorno (Sukumar et al., 2013; Spaepen et al., 2014)

En este trabajo se realizd un estudio detallado de la interaccion entre
Achromobacter sp. 5B1 y Arabidopsis thaliana en diferentes condiciones de crecimiento
in vitro y en suelo, se analizaron los efectos de la interaccion en la produccién de biomasa
foliar y radicular y el cambio en la direccion del crecimiento de la raiz primaria y la
formacion de las raices laterales. Mediante el uso de lineas transgénicas que expresan
genes inducibles por auxinas y mutantes en esta via de sefializacion, se correlacioné la
respuesta de las plantas inoculadas con la bacteria con las modificaciones en el

transporte y la redistribucion de las auxinas.



4. ANTECEDENTES

4.1. El sistemaradicular de Arabidopsis

La raiz es el 6rgano de las plantas que crece generalmente bajo el suelo y
responde a las condiciones fluctuantes del ambiente. Algunas de sus funciones son: 1)
proporcionar soporte estructural al tallo y follaje, 2) la adquisicién de agua y nutrientes y
3) la exploracion del substrato, caracteristicas que contribuyen a la supervivencia incluso
bajo presiones ambientales extremas. Este 6rgano puede ser muy complejo, y su
arquitectura esta sujeta a un control genético que es dependiente de la especie vegetal,
por lo que el uso de la planta modelo Arabidopsis thaliana, que posee un sistema

radicular simple, ha facilitado enormemente su estudio.

El sistema radicular de Arabidopsis thaliana esta formado por una raiz primaria y
raices laterales que derivan del periciclo después de la germinacion (Atkinson et al.,
2014). Ambas estructuras pueden ser modificadas por factores ambientales como la
competencia con otras plantas, los factores abioticos y la colonizacion por

microorganismos, propiedad conocida como plasticidad fenotipica.

4.1.1. Laraiz primaria

El sistema radicular se origina a partir del meristemo apical donde se localiza el
centro quiescente (QC, por sus siglas en inglés Quiescent Center). El QC esta formado
por cuatro células con baja actividad mitotica, cuya funcidén es prevenir la diferenciacion
de las células iniciales que lo rodean y que dan origen a los diferentes linajes celulares.
Esta demostrado que la eliminacién o el dafio de las células del QC causa el colapso del
meristemo y la perdida de la actividad proliferativa (van der Berg et al., 1997). Las células
iniciales en la parte superior del QC producen linajes que se extienden a lo largo del eje
longitudinal de la raiz y forman las distintas capas de tejidos: la vasculatura, el periciclo,
la endodermis, el cortex, la epidermis y la cofia lateral. En la parte inferior, se localizan
las células iniciales de la columnela que producen las cuatro capas de dicha estructura
(Fig. 1c).
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Figura 1. Estructura de la raiz de Arabidopsis thaliana. a) Arabidopsis pertenece al
grupo de las dicotileddneas, las cuales presentan un sistema radicular de tipo pivotante
que consta de una raiz primaria y a partir de esta, se forman las raices laterales. b) La
raiz primaria consta de tres zonas principales de desarrollo: la zona meristematica, de
elongacion y de diferenciacion. c) El centro quiescente controla la actividad de las células
iniciales que dan origen a las capas de células que componen la raiz (Adaptado de Motte
et al., 2019).

Las células producidas por las células iniciales progresan a través de varias zonas
de desarrollo: la meristematica, de elongacion y la de diferenciacion, respectivamente
(Fig. 1b). En el meristemo, las células entran en un programa repetitivo de mitosis,
después se expanden en la zona de elongacion, antes de adquirir sus funciones y
caracteristicas especializadas en la zona de diferenciacion (Motte et al., 2019). En la
parte mas distal de la raiz se sitla la cofia compuesta por las filas laterales y la columnela,
ambos tejidos confieren proteccién al meristemo frente a las condiciones edéficas y

perciben las sefiales ambientales. Los procesos que ocurren en cada zona de la raiz son



regulados por fitohormonas, los patrones de distribucion de las auxinas mantienen la
organizacion y el funcionamiento del meristemo, ademas permiten la integracion de los

estimulos ambientales.

4.1.2. Las raices laterales

Las raices laterales se forman a partir de una raiz existente, usualmente raiz
primaria. El proceso de su formacién consta de cuatro etapas: 1) la activacion de las
células del periciclo, 2) la iniciacién de un primordio, que comprende el desplazamiento
de los nucleos en las células iniciales hasta la primera division asimétrica, 3) el desarrollo
del primordio, que conduce a la formacion de una estructura en forma de domo, que
durante siete etapas de desarrollo crece a través de las capas celulares superpuestas y
4) la emergencia de las raices laterales, que contribuye a la expansion radial del sistema
radicular, lo que incrementa la exploracion del ambiente y mejora el anclaje al suelo (Fig.
2b; Duy Scheres, 2018).

1). Especificacién de las células fuente de laraiz lateral. En la punta de la raiz,
particularmente en el meristemo basal inicia el proceso de preparacion para la formacion
de las raices laterales. Esto se determiné por la expresion repetida del promotor sintético
de respuesta a auxinas DR5 fusionado al gen reportero de la luciferasa (DR5:LUC) en
las células del protoxilema y, posteriormente en las células del periciclo superpuestas
(De Smet et al., 2007). Con la finalidad de explicar la expresion repetida del marcador
(actividad oscilatoria en los niveles de auxinas), se han propuesto varios modelos.
Inicialmente se consider6 que los cambios dependientes del gravitropismo en la
distribucion de auxinas eran los responsables de la elevacion repetida en los niveles de
auxinas, pero mas tarde se mostr0 que esta actividad solo es modulada por la
gravistimulacion (Moreno-Risueno et al., 2010). Xuan y col. (2016), demostraron que
existe una correlacién entre la muerte celular programada de la cofia lateral de la raiz y
la dindmica en los niveles de auxinas. La hipétesis propuesta establece que las células
de la cofia lateral durante su muerte liberan auxinas a las células vecinas, induciendo la
preparacion de las células del periciclo y consecuentemente, la formacion de los sitios
de pre-ramificacion, donde se lleva a cabo la diferenciacion de las células fuente (Fig.
2a).



a) b)

3 ’ Especificacion RL Iniciacién RL Desarrollo RL Emergencia RL
Q
% SITIO DE [ 1
& PRE-RAMFICACION l-| :é ‘:..
5 s “‘\s\ - T T T bt
£ ¢ OO RO T RRENY
'I‘ " ““ “.‘“ o e e B S N,
g sud suilladl, | [ SIESELRSIESNRS
- i ] Seeeesgamzlil
( 1177 T 14 B s e 2007
ay, iyzes’ NN et
7. .y/",’ l' e | AT
o 114 pRA I
3 =l ZoNADE | - ) ""ul----
) 2 M OSCILACION ; a7 H; " L
3 - ‘ - = if7
zZ B
d
g
2
N c)
N . Modulo 1 Modulo 2 Modulo 3 Modulo 4
‘ Auxinas Auxinas Auxinas Auxinas
I L 1 Il
'% 1AA28 IAA1IISLR IAA12/BDL IAA3/SHY2
g ARF5,6,7,8,19 ARF7,19 ARF5/MP ARF7
3
(]
N

Figura 2. Proceso de formacion de las raices laterales. a) Correlacion entre la muerte
celular programada de las células de la cofia lateral de la raiz y la formacién de los sitios
de pre-ramificacion. b) La primera etapa en la formacion de las raices laterales es la
especificacion de las células fuente, seguida de divisiones celulares asimétricas a través
de las capas de tejido de la raiz, hasta su emergencia. ¢) Mddulos de sefializacion de
auxinas (combinaciones de Aux/IAA-ARF) involucrados en el desarrollo de las raices
laterales. (Adaptado de Motte et al., 2019; Texeira y Tusscher, 2019).

La activacion del periciclo es el primer proceso en la formacion de las raices
laterales. Se caracteriza por una respuesta auxinica alta, que involucra el primer médulo
de sefalizacion de las auxinas: el represor IAA28 y rio abajo actian los factores de
transcripcion ARF5, ARF6, ARF7, ARF8 y ARF19 (De Rybel et al., 2010; Texeira y
Tusscher, 2019), interactuando con el factor de transcripcion GATA23 (De Rybel et al.,
2010). Otro regulador del evento de especificacion es MEMBRANE-ASSOCIATED
KINASE REGULATOR 4 (MARKRA4), relacionado con el sitio de pre-ramificacion de la

raiz lateral y su conversion en primordios, ya que las raices de las mutantes markr4



presentaron menos primordios que las plantas normales (Xuan et al.,, 2015; Du y
Scheres, 2018).

2. Iniciacion del primordio. En esta etapa, ocurren multiples divisiones
asimétricas (De Smet et al.,, 2007). Estos eventos son dependientes de auxinas,
caracterizado por la represion del gen SOLITARY ROOT (SLR) que codifica para el factor
IAA14 y se activan los factores de transcripcién de respuesta a auxinas ARF7 ARF19,
gue a su vez inducen la expresion del transportador de auxinas PIN3, esencial para
asegurar la acumulacién de auxinas dentro de las células fuente y mas tarde la formacion
del primordio. En las células de la epidermis también se observa una expresion transitoria
de PIN3 polarizada hacia las células fuente, que contribuye en el reflujo de auxinas entre
el periciclo y la endodermis, manteniendo una acumulacién de auxinas que favorece la
formacion de una raiz lateral (Marhavy et al., 2013; Chen et al., 2015).

Los factores transcripcionales LATERAL ORGAN BOUNDARIES 16 (LBD16),
LBD18 y LBD33 participan en el proceso de migracion nuclear y durante las divisiones
asimétricas (Berckmans et al., 2011). Ademas, se induce la expresion de CYCLINB1
(CYCBL1), necesaria para la activacion del ciclo celular que conduce al programa de

mitosis durante la emergencia del primordio de la raiz primaria (Okushima et al., 2007).

3. Desarrollo del primordio. El desarrollo del primordio transcurre en siete
etapas. En esta fase, las divisiones asimétricas continlan a través de las capas
superpuestas y precisamente estas capas de tejido confieren restriccion mecanica al
primordio, lo que propicia su caracteristica forma de domo. En la endodermis, se
encuentra la Banda de Caspari que actia como una barrera que limita la difusion
apoplastica. Para que ocurra el paso del primordio a través de las células endodérmicas
se requiere la participacion del moédulo 4 de sefalizacion de auxinas que induce la
perdida y el aplanamiento del volumen de las células, esto provoca la fusion de las caras
de la membrana radial para formar una abertura por la cual puede penetrar el primordio
y de esta manera conservar la Banda de Caspari (Vermeer et al., 2014). A diferencia de
la endodermis, el avance del primordio a través de las capas de cortex y epidermis,
basicamente, depende del importador de auxinas LIKE-AUXIN 3 (LAX3) para elevar los

niveles de auxinas en dichos tejidos e inducir la remodelacion de la pared celular.



Durante la emergencia de los primordios, los patrones de expresién de los
transportadores de auxinas se modifican. La expresion de PIN1 se restringe a la
vasculatura y PIN3 a la region cercana al nuevo QC, mientras que PIN2 surge después
de la emergencia de la raiz lateral (Benkova et al., 2003). Para conducir el flujo de
auxinas hacia la punta del primordio, se activa el médulo de sefializacion 3, que consiste
en la degradacioén del represor (BODENLOS/INDOL-3-ACETIC ACID 12) BDL/IAA12, el
cual activa al factor de transcripcion MONOPTEROS/AUXIN RENPONSE FACTOR
(MP/ARF5) (Fig. 2c; De Smet et al., 2010).

4. La emergencia de las raices laterales. Las raices laterales emergen de
manera perpendicular al eje de la raiz primaria, y asi contindan hasta el desarrollo de la
zona de elongacion, region donde ocurre el cambio en el angulo de crecimiento en
respuesta a la gravedad. Sin embargo, no crecen de manera vertical como la raiz

primaria, por lo que, la respuesta al estimulo gravitacional es menor.

Recientemente se encontrd6 que los genes (LZY)/DEEPER ROOTING
(DRO)/NEGATIVE GRAVITROPIC RESPONSE OF ROOTS (NGR) LAZY afectan el flujo
de las auxinas, ademas se observo que la presencia de los miembros de la familia de
genes LAZY varia entre la raiz primaria y las raices laterales, razon por la que el efecto
gravitrépico es diferente en cada 6rgano. En las raices laterales de mutantes lzy, tanto
la respuesta auxinica como la distribucién asimétrica de PIN3 es inversa, lo cual indica
que los genes LAZY regulan la direccion del transporte polar de las auxinas (Taniguchi
et al., 2017).

4.2. Los reguladores del crecimiento vegetal

Las plantas son organismos capaces de adaptar su crecimiento y arquitectura
para evadir las condiciones adversas o adquirir el agua y los nutrientes necesarios para
su desarrollo. Moléculas sefial conocidas como reguladores del crecimiento vegetal o
fitohormonas, son responsables de integrar las sefales del ambiente. Las fitohormonas
se producen en concentraciones muy bajas y son capaces de regular una gran variedad
de procesos celulares, ya que actian como mensajeros quimicos (VoR3 et al., 2014). Las

auxinas, citocininas, acido jasmonico, giberelinas, etileno y acido abscisico son las
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fitohormonas mejor conocidas, ya que durante décadas se han enfocado esfuerzos para
dilucidar sus procesos de biosintesis, transporte y sefializacion (Santner y Estelle, 2009).

Las actividades de las fitohormonas dependen del contexto celular, asi como de
las interacciones sinérgicas o antagonicas que presentan entre si (Garay-Arroyo et al.,
2012). Las vias de sefializacion no son simples vias lineales, muestran redundancia y
retroalimentacion combinados entre diferentes vias. Esto dificulta entender el resultado
de una sefial especifica, ya que, inevitablemente afecta a mdltiples vias, que se regulan
directa o indirectamente (Liu et al., 2017). Aunque resulta complejo entender e integrar
todos los componentes involucrados en un proceso vegetal, el conocimiento de la accion
tejido-especifico de cada fitohormona, indica cuales reguladores podrian estar

implicados.

4.2.1. Las auxinas

Las auxinas fueron descubiertas en pruebas realizadas en avena en 1926, donde
se demostré su participacion en el crecimiento diferencial de los hipocétilos en respuesta
a la luz (Enders y Strader, 2015). En la actualidad, se conoce que estas fitohormonas
participan en cada aspecto del crecimiento y desarrollo de las plantas. En la etapa
temprana de la embriogénesis, las auxinas determinan la division celular, el patron de
crecimiento de los tejidos y el desarrollo de los 6rganos. En etapas posteriores, estan
involucradas en las respuestas de crecimiento fisiologicas como el gravitropismo, la
formacion de raices laterales y en los procesos de regeneracion después de algun dafio
(Overvoorde et al., 2010; Olatunji et al., 2017).

La concentracion y la distribucion apropiada de auxinas (gradientes de auxinas)
en los tejidos regulan los procesos de division, expansion y diferenciacion celular, que
determinan la forma de la planta (Casanova-Saez y Vol3, 2019). Niveles elevados de
auxinas causan diversas modificaciones fenotipicas, que incluyen cotiledones y hojas
epinasticas, induccion de la dominancia apical del follaje, incremento en la elongacién de
los peciolos, inhibicion de la elongacién de la raiz primaria y la estimulacién en la
formacion de las raices laterales. Las concentraciones bajas de auxinas inhiben la
elongacion de los hipocdtilos, alargan la raiz primaria y reducen la ramificacién de la raiz
(Mashiguchi et al., 2011).
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La forma predominante de auxina es el acido indol-3-acetico (AlA), sin embargo,
el grupo de estas fitohormonas se conforma por varias auxinas, tanto naturales: acido 4-
cloroindol-3-acético (4-CI-AlA), acido 2-fenilacético (APA) y acido indol-3-butirico (AIB),
como sintéticas: acido 2,4-diclorofenoxiacético (2,4-D), acido naftalen acético (ANA),
acido 2-metoxi-3,6-diclorobenzoico (dicamba) y acido 4-amino-3,5,6-tricloropicolinico
(picloram) (Woodward y Bartel, 2005).

Respecto al desarrollo de la raiz, el establecimiento de los gradientes de auxinas
gue controlan la arquitectura radicular, son el resultado de la accién combinada entre la
biosintesis local, el transporte y la sefializacion (Brumos et al., 2018). A continuacién, se

describiran cada uno de estos procesos, con especial énfasis en el transporte.

4.2.1.1. Ruta de biosintesis de auxinas

La biosintesis de auxinas ocurre principalmente en los meristemos del follaje y en
las hojas jovenes, aunque también se producen en las raices y en los tejidos en
expansion, donde son esenciales para el crecimiento de dichos érganos (Ljung et al.,
2005; Olatunji et al., 2017). El principal precursor para la sintesis de auxinas es el
aminoacido L-triptéfano (Trp), producido en los cloroplastos a partir del corismato,
producto final de la via del shikimato (Maeda y Dudareva, 2012). Los derivados de
triptéfano que incluyen al acido indol-3-piravico (AIP), indol-3-acetaldoxima (IAOx) e
indol-3-acetamida (IAM), actian como intermediarios de las diferentes rutas
biosintéticas, que en conjunto se conocen como la biosintesis de AIA dependiente de Trp
(Fig. 3).

La ruta del AIP se lleva a cabo en dos reacciones, la primera es catalizada por las
enzimas triptofano aminotransferasas (TAA1 y TARS), que convierten el Trp en AIP. En
la segunda reaccién, el AIP es transformado en AIA por accién de la familia de enzimas
tipo flavin monooxigenasas YUCCA (YUC) (Zhao, 2012). La participacion de los
elementos de dicha via fue elucidada por el uso de mutantes de Arabidopsis thaliana.
Las mutantes sencillas taal, tarl y tar2 muestran fenotipos aditivos, por ejemplo, taal
presenta defectos en la respuesta a la gravedad, mientras que en la mutante triple taal

tarl tar2, se compromete tanto la formacion de la raiz primaria como la longitud del
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hipocdétilo (Stepanova et al., 2008). Ademas, en las mutantes afectadas en las enzimas
YUC, el nivel de las auxinas es menor y el crecimiento de las raices y el hipocotilo se ve
afectado (Chen et al., 2014). Esto demostro la funcion esencial de esta via en el

desarrollo de las plantas.

La via de IAOx es exclusiva de la familia Brassicaceae (Sugawara et al., 2009).
En los cloroplastos se localizan dos enzimas citocromo P450 (CYP79B2 y CYP79B3),
las cuales participan en la conversion del Trp en AIOx. Este ultimo, es convertido en
indol-3-acetonitrilo (IAN) por accion de CYP71AI3 (Nafisi et al., 2007). El IAN es el
precursor directo del AlA, sin embargo, puede convertirse en el intermediario de otra de
las rutas biosintéticas IAM, para finalmente transformarse en AlA, aungque se desconocen
las enzimas involucradas. En paralelo, el IAOx es precursor de indol glicosinolatos (IGs)
y camalexina, compuestos de defensa en plantas (Bender et al., 2009).

La via del IAM es fundamental en la biosintesis de AIA en las bacterias, sin
embargo, en las plantas aun no se descifra completamente la contribucién de dicha via
en la biosintesis de AIA (Casanova-Saz y VoB, 2019). Tanto en las bacterias como en
las plantas esta ruta se lleva a cabo en dos reacciones, primero ocurre la conversién del
Trp en 1AM, catalizado por la triptéfano-2-monoxigenasa y en la segunda reaccion la
hidrolasa IAM (AMIDASE1, AMI1), se encarga de transformar el intermediario IAM en el
AlA (Pollmann et al., 2003; Sanchez-Parra et al., 2014).

La producciéon local de auxinas en las raices en esencial y no puede ser
compensada por las auxinas transportadas a partir del sistema aéreo. Se reporté que la
produccion de auxinas en el follaje es incapaz de rescatar la deficiencia de la biosintesis
de auxinas en las mutantes de la raiz yucQ, lo que resulta en la degeneracion de los
meristemos de la raiz (Chen et al., 2014). La fuente de auxinas producidas en la raiz es

requerida para el mantenimiento del nicho de las células iniciales y el QC.

4.2.1.2. Transporte de auxinas
Las plantas poseen mecanismos de transporte para distribuir las sefales y los

nutrientes, que incluyen el sistema vascular y las vias de transporte intercelular. El xilema
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Figura 3. Biosintesis de auxinas en plantas. Rutas de biosintesis de auxinas
dependientes de L-triptéfano, aminoacido producido en los cloroplastos. (Basada de
Enders y Starder, 2015; Casanova-Saez y Vol3, 2019).

transporta agua, nutrientes y fitohormonas, a partir de la raiz a la parte aérea y en el
floema fluyen los productos de la fotosintesis (fotosintatos) y algunas fitohormonas desde
los sitios de biosintesis (Robert y Friml, 2009). El transporte a distancia corta o transporte
intercelular ocurre a través de tres mecanismos: 1) el transporte apoplastico, que se lleva

a cabo en el espacio extracelular, 2) el transporte simplastico por plasmodesmos, que
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son canales citoplasmaticos especificos de las plantas, y 3) el transporte transcelular que
atraviesa tanto el espacio intra como intercelular y requiere del apoplasto.

La distribucion de las auxinas en la planta combina el movimiento de larga
distancia o rapido, a través del floema con el transporte célula a célula. Este ultimo,
confiere direccionalidad en el flujo de las auxinas y es conocido como transporte polar
(TPA), especifico de esta fitohormona y, a través de proteinas especializadas que se
localizan en las membranas celulares, se generan gradientes y concentraciones
maximas o minimas, criticas para los procesos de embriogénesis, organogénesis,
formacion del tejido vascular, crecimiento diferencial y respuestas tropicas (Armegot et
al., 2016). El modelo quimiosmético, formulado en la década comprendida entre 1970-
1980, explica el mecanismo que subyace al TPA (Rubery y Sheldrake, 1973, 1974,
Raven, 1975; Goldsmith, 1977). El AIA es un acido débil, por lo que su estado de
protonacion es determinado por el pH de su ambiente. El apoplasto es acido (pH=5.5),
por lo tanto, el AIA se encuentra parcialmente protonado (AIAH) y puede difundir
libremente a través de la membrana plasmatica, aunque la entrada de auxinas en la
célula a través de transportadores es necesaria. En el citosol, el pH neutro favorece la
forma anidnica de la molécula (AIA), incapaz de difundir a través de la membrana y
gueda atrapada en el interior de la célula (Friml, 2010), lo que requiere transportadores
para asegurar la salida de las auxinas de la célula (Fig. 4a; Zazimalova et al., 2010).

A partir del establecimiento del organismo modelo Arabidopsis thaliana, se reveld
la identidad de las tres familias principales de proteinas transmembranales, que
transportan las auxinas a través de la membrana plasmatica, controlando el suministro
espacial y temporal, para garantizar el crecimiento 6ptimo (Armegot et al., 2016). La
familia de proteinas tipo permeasas AUXIN 1/LIKE AUX1 (AUX1/LAX) media la entrada
de las auxinas a la célula (Peret et al., 2012). Las proteinas ATP-BINDING CASSETE
SUBFAMILY B (ABCB) facilitan el eflujo de las auxinas e interactian funcionalmente a
diferentes niveles con los transportadores de salida de auxinas de la familia PIN-
FORMED (Geisler et al., 2017; Sauer y Kleine-Vehn, 2019).
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Proteinas de influjo de auxinas AUX1/LAX

Las proteinas AUX1/LAX son acarreadores de entrada de las auxinas,
principalmente responsables de transportarlas del apoplasto al citoplasma. Esta familia

se compone por cuatro genes altamente conservados llamados AUX1, LAX1, LAX2 y

a) b)

IAAH { Follaje: PIN1 AUX1, LAX1, 2, 3, ABCB1, 19

Hipocétilo
ABCB19 + PIN1

Raiz

ABCB19 +PIN1
PIN3 4,7

AUX1

PIN2, 3,7

v

Generalmente la
direccion del flujo de
auxinas es apical-basal

Figura 4. Transporte de auxinas. a) Modelo quimiosmoético del transporte de auxinas.
El AIA es un acido deébil, en pH acido se encuentra en mayor porcentaje en forma
protonada y puede difundir a través de la membrana, no onstante el porcentaje restante
ingresa a la célula a través de transportadores de influjo localizados en la membrana
plasmatica (AUX/IAA. ElI pH neutro se favorece la forma aniénica que requiere
transportadores de eflujo para salir de la célula (ABCB y PIN). b) Expresion de los
transportadores de auxinas en los érganos de Arabidopsis thaliana (Adaptado de
Armegot et al., 2016; Geisler et al., 2017).

LAX3. Todos los miembros muestran funciones de adquisicibon de auxinas,
especialmente AUX1, LAX1 Y LAX3 que regulan distintos procesos de desarrollo
(Swarup y Péret et al., 2012), mientras que, LAX2 regula principalmente los patrones
vasculares en los cotiledones (Péret et al., 2012). El uso de técnicas de

inmunolocalizacion in situ, asi como los reporteros de respuesta a auxinas, indican que
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la localizacion de las proteinas depende del tipo célula. En el apice la raiz, AUX1 se
expresa en la columnela, en la cofia lateral de la raiz, en la epidermis y el tejido vascular,
mientras que, LAX3 se expresa tanto en columnela como en la estela, y LAX1 en las
regiones maduras del tejido vascular de la raiz primaria. Durante el desarrollo de la raiz
lateral, AUX1 se localiza en el primordio en todas las etapas de desarrollo, por su parte
LAXS3 se localiza en el limite de la raiz lateral emergente (Péret et al., 2012). Aunque las
mutaciones en estos genes dan como resultado defectos en el desarrollo relacionados
con las auxinas, en su mayoria no muestran una expresion redundante (Swarup y Péret,
2012; Singh et al., 2018).

AUX1 fue el primer miembro de la familia en ser identificado en un escrutinio de
resistencia de la raiz al suministro de la auxina sintética 2,4-D (Maher y Martindale, 1980;
Bennett et al., 1996). AUX1 participa en la respuesta gravitrépica de la raiz, ya que se
expresa en los tejidos que estan involucrados en la percepcion, la transmision de la sefial
y la respuesta a la gravedad. La mutacion en auxl provoca la formacion de raices
agravitropicas, por defectos en el movimiento de las auxinas a partir del apice de la raiz
a la zona de elongacion (Swarup et al., 2001; Swarup y Péret, 2012). Sin embargo, los
miembros restantes no participan en esta respuesta, y si bien LAX3 se expresa en el
tejido donde ocurre la percepcién de la gravedad (columnela), ninguno se expresa en la
zona de transmisién de la sefial (CLR) o en la epidermis, donde se lleva a cabo la
respuesta a la gravedad (Péret et al., 2012). Estos importadores de auxinas estan
implicados en el desarrollo de las raices laterales. En las mutantes auxl1, se muestra una
reduccion en el niumero de las raices laterales, debido a la alteracion en el contenido y
la distribucion de las auxinas, debido a que AUX1 facilita la carga de AlA en el sistema
vascular para inducir la iniciacion de las raices laterales (Marchant et al., 2002). Por otro
lado, LAX3 regula la emergencia de la raiz lateral, mediante la entrada de las auxinas a
las células del cértex para inducir la expresidon de LAX3. Esto genera una
retroalimentacion positiva que desencadena altos niveles de auxinas, provocando la
induccion de enzimas de remodelacion de la pared celular, para facilitar el paso del
primordio a través de las capas celulares (Swarup et al., 2008). En conclusion, las

proteinas AUX1/LAX desempefian una funcién critica en la redireccién de las auxinas en
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el 4pice de la raiz y la absorcién en las células corticales durante la emergencia de las

raices laterales.

Transportadores de auxinas ABCB

La subfamilia de proteinas ABCB fue identificada por primera vez en lineas de
cancer de mamiferos, debido a que su expresion confiere resistencia a multiples
farmacos a los tratamientos quimioterapéuticos contra el cancer. En las células no
cancerosas, estas proteinas se localizan en la membrana plasmatica, donde funcionan

en la detoxificacion (Ambudkar et al., 2006).

En Arabidopsis thaliana, se han identificado 22 genes ABCB, incluido un
pseudogen (Verrier et al., 2008). Sin embargo, se considera que solo cuatro isoformas
ABCB1, ABCB4, ABCB19 y ABCB21 participan en el transporte de auxinas (Geisler et
al., 2017). Las plantas mutantes con pérdida de funcién de algunos de estos miembros,
muestran fenotipos usualmente relacionados con un desbalance de auxinas. Por
ejemplo, ABCB1, ABCB19 y otras proteinas fueron aisladas por su unioén al acido natftil-
p-talamico (NPA, por sus siglas en inglés N-1-Naphthylphthalamic acid), el cual es un
inhibidor no competitivo del TPA (Noh et al., 2001; Murphy et al., 2002; Geisler et al.
2003), pero finalmente, su identidad como transportadores de auxinas se sustento con
el hallazgo del fenotipo de enanismo y la reduccion drastica del 70% en el transporte
polar de auxinas, en la mutante doble de Arabidopsis abcbl abcbl9 (Blakeslee et al.,
2007). De manera similar, la perdida de funcién de ABCB21 resulta en la reduccion del
transporte de auxinas a la raiz, ademas, presentan defectos en el crecimiento de las
raices laterales (Jenness et al.,, 2019). Aunque, algunas mutantes de los 17 genes
restantes de la subfamilia ABCB exhiben reducciones en el TPA, no se ha esclarecido
su funcidon como transportadores de auxinas (Geisler et al., 2017).

A diferencia de los transportadores tanto de importe AUX1/LAX, como de
exportacion de auxinas PIN, los cuales dependen de gradientes electroquimicos, el
subgrupo de proteinas ABCB depende de ATP para el movimiento de las auxinas, ya
que actian como bombas activas que pueden transportar contra su gradiente (Grones y
Friml, 2015; Géisler et al., 2017). Adicionalmente, estas proteinas presentan un alto
grado de especificidad hacia ciertos compuestos auxinicos: AIA, 1-NAA y 2,4-D
(Bouchard et al., 2006).
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Las proteinas ABCB se localizan principalmente en los tejidos meristeméaticos
donde participan en la exportacion del AIA al apoplasto (Bailly et al., 2006).
Particularmente, dos miembros de esta subfamilia (ABCB4 y ABCB21) pueden funcionar
como exportadores e importadores de AlA, capacidad que es desencadenada por las
concentraciones intracelulares de las auxinas (Kamimoto et al., 2012). Estas proteinas,
presentan una distribucién no polar en la membrana plasmética, excepto durante la
division celular (Geisler y Murphy, 2006). En contraste con las proteinas PIN que
muestran patrones de expresion especificos, la expresion de los ABCBs es mas amplia
y redundante. ABCBL1 se expresa en la pro-vasculatura de la raiz, entre la CLR y la zona
de elongacion, asi como en las células del cértex y la epidermis (Geisler et al., 2005), y
en conjunto con ABCB4 facilitan el transporte de auxinas hacia el follaje, ya que este
altimo también se expresa en la epidermis de la raiz, a partir de la CLR hasta la zona de
diferenciacion y tiene funcion en el tejido vascular (Cho et al., 2007). Mientras que,
ABCB19 se localiza en los tejidos vasculares tanto del hipocétilo como de la raiz,
intensificandose su expresion en el periciclo y la endodermis (Zazimalova et al., 2010;
Cho y Cho, 2012).

Cabe mencionar que las funciones de las proteinas de transporte son
estrictamente reguladas por las interacciones proteina-proteina, es decir entran en
contacto fisico con otras proteinas para regular los procesos celulares (Gesiler et al.,
2017). Durante el transporte polar de auxinas, las proteinas ABCB-PIN interactian
fisicamente: los extremos C-terminales de las proteinas ABCB interactlan con las asas
hidrofilicas de las PIN. En cuanto a las interacciones funcionales, se observé mediante
estudios de co-localizacion subcelular, una expresion limitada y superpuesta de ABCB1
con PIN1 en el tejido vascular y con PIN2 en las células corticales y epidérmicas
(Blakeslee et al., 2007). El resultado de estas interacciones favorece el transporte no
polar a larga distancia por parte de las proteinas ABCBs, mientras que los PIN
proporcionan direccionalidad al flujo de auxinas como veremos a continuacion.

Proteinas de eflujo de auxinas PIN

Otra prediccién de la teoria quimiosmatica, se fundamenta en la localizacion polar
de un “sistema de secrecidn de auxinas” que podria explicar la direccionalidad en el flujo

de las auxinas, en tanto que esta polaridad este coordinada a nivel de tejido y 6rgano
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(Rubery y Sheldrake, 1974). Aunque los transportadores ya mencionados influyen en el
TPA, las proteinas PIN se han estudiado con mas detalle, debido a su destacada
localizacion polar que se correlaciona con la direccion del flujo y la distribucion asimétrica
de las auxinas (Benkova et al., 2003; Adamowski y Friml, 2015; Armegot et al., 2016;
Zhou y Luo, 2018; Suer y Kleine-Vehn 2019).

El primer miembro de la familia de genes PIN en identificarse fue PIN1, Okada y
col. (1991) aislaron la mutante pin-formed1 (pinl) en Arabidopsis thaliana, caracterizada
por la ausencia de organos en el tallo. Especificamente su fenotipo morfolégico se
asemejaba al de plantas tratadas con inhibidores del TPA que mostraban una reduccion
del mismo. Mas tarde, mediante la clonacion del gen PIN1, se revel6 que PIN1 codifica
para una proteina transmembranal con similitud a las proteinas transportadoras en
bacterias y células eucariotas (Galweiler et al., 1998). En el mismo afio, se aislé una
mutante que presentaba raices agravitropicas y, sorprendentemente su gen codifico para
una proteina altamente homologa a PIN1, nombrada como PIN2 e identificada como
componente del TPA de la respuesta gravitropica de la raiz (Muller et al., 1998).
Posteriormente, seis genes mas fueron encontrados en el genoma de A. thaliana.

Las proteinas PIN participan en el transporte de auxinas, tanto intercelular como
intracelular, la actividad en uno u otro depende de la estructura molecular y de la
localizacion subcelular. La estructura de los miembros PIN1-4 y PIN7 consiste de dos
regiones transmembranales separadas por una region hidrofilica, esta ultima alberga
cuatro motivos conservados con alta similitud, por lo que se clasifican como proteinas
canonicas (Bennett et al., 2014; Zhou y Luo, 2018). Las proteinas PIN canoénicas se
localizan principalmente en la membrana plasmatica, para cumplir su funcion como
exportadores de auxinas de la célula, ademas presentan una localizacion polar, decisiva
para dirigir el flujo de las auxinas (Adamowski y Friml, 2015). Por otro lado, las proteinas
PIN5, PIN6 y PIN8 se caracterizan por una region hidrofilica méas corta, flanqueada por
dos regiones transmembranales. Estas proteinas se conocen como “proteinas no
canonicas” y se localizan preferentemente en la membrana del reticulo endoplasmatico,
aungue en ciertos escenarios, se presentan en la membrana plasmatica, como se reportd
para PIN5 y PIN8 (Ganguly et al., 2014). Su funcién en la membrana del reticulo

endoplasmatico es regular la homeostasis de las auxinas a nivel subcelular, se especula
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gue las auxinas que ingresan al lumen del reticulo endoplasmatico no estan disponibles
para participar en la sefializacion nuclear, ya que son inactivadas por enzimas de
conjugacion (Mravec et al., 2009).

Resulta evidente la diversidad en la estructura, localizaciéon y funcién de las
proteinas PIN. Experimentos en el musgo modelo Physcomitrella patens, sobre el
desarrollo de las funciones de los transportadores PIN han esclarecido su origen
evolutivo, asi como el proposito de las modificaciones estructurales para el desarrollo de
las plantas (Viaene et al., 2014). Mediante estos estudios se propuso que los genes PIN
evolucionaron a partir de un solo gen, debido a que los genes PIN de angiospermas
comparten similitudes de secuencia entre si, en comparacién con los homdlogos de las
bacterias (Zhou y Luo, 2018). Sin embargo, se sugiere que las proteinas PIN obtuvieron
sub y neo-funcionalizacién, durante la evolucién de las plantas. De acuerdo con su
estructura mas conservada, las proteinas PIN candnicas se consideran ancestrales en
comparacioén con los PIN no candnicas, que evolucionaron dentro del linaje candnico con
neo-funcionalizacion. Al ser blancos de diferentes reguladores, las modificaciones
ocurren especialmente en el motivo hidrofilico central, lo que contribuye a la sub-
funcionalizacién de las PIN canonicas (Bennett et al., 2014; Bennett, 2015).

La capacidad de los PIN para dirigir el transporte polar de auxinas se basa en la
localizacion polar, la abundancia en la membrana plasmatica, asi como el control de la
actividad de dichas proteinas por fosforilacion (Adamowski y Friml, 2015; Naramoto,
2017; Zhou y Luo, 2018; Barbosa et al., 2018; Sauer y Kleine-Vehn, 2019).
Probablemente, el factor mas importante para el establecimiento de la localizacion polar
es el trafico subcelular, que consiste en la entrega y el retorno de las PIN candnicas hacia
y a partir de la membrana plasmatica. Similar a otras proteinas localizadas en la
membrana, las PIN entran en la via secretoria durante la sintesis y pasan a través del
reticulo endoplasmaético, y la red trans-Golgi, antes de alcanzar la membrana plasmatica,
de manera que constantemente se someten a un ciclo de reciclamiento polar y
subsecuente endocitosis (Naramoto, 2017; Sauer y Kleine-Vehn, 2019). Este
reciclamiento endocitico constitutivo, se determiné a partir de las observaciones con la
toxina fungica brefeldina A (BFA), que actia como un inhibidor del trafico vesicular

desencadenando la localizacion no polar y la acumulacion intracelular de las PIN en los
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llamados compartimientos BFA, dicha agregacion es completamente reversible después
de remover la BFA (Geldner et al., 2001). EIl mismo grupo vinculé el reciclamiento de
PIN sensible a BFA con la funcion de GNOM (Geldner et al., 2003). GNOM es un factor
de intercambio de GDP por GTP que activa pequefias proteinas GTPasas de la clase
ARF (ARF-GEF) mediante el intercambio de GDP por GTP, para promover la formacion
de vesiculas (Naramoto et al., 2014). En las células eucariotas, BFA interrumpe el trafico
de proteinas mediado por el aparato de Golgi al evitar el intercambio de GDP y GTP en
las proteinas (ARF) que se localizan en las membranas del aparato de Golgi induciendo
la internalizacion constitutiva de PIN1 y PIN2, que se revela por su acumulacién
intracelular (Fig. 5; Adamowski y Friml, 2015; Armegot et al., 2016). Ademas, plantas
transgénicas que expresan versiones de GNOM resistentes a la BFA no presentan
cambios en la localizacion polar de PIN1 en tratamientos con BFA (Geldner et al., 2003).
Los tratamientos con BFA realizados por Naramoto y col. (2014), provocaron la
localizacion erronea de GNOM desde el aparato de Golgi a la red trans-golgi,
concluyendo que GNOM actua en el aparato de Golgi y no en los endosomas como se
habia propuesto en modelos anteriores.

Los transportadores PIN que se localizan en los dominios polares de la membrana
plasmatica, se someten al proceso de endocitosis dependiente de clatrina (Dhonukshe
et al., 2007). La expresion de una variante de CLATHRIN HEAVY CHAIN (CHC) interfirio
con la formacion de vesiculas recubiertas con clatrina, lo que resulto en la afectacion de
la internalizacion de las proteinas PIN1 y PIN2 en tratamientos con BFA y, en una
mutante doble clc2 clc3 (clatrin light chain), se observaron deficiencias en el transporte y
en la distribucion de las auxinas (Wang et al., 2013). Ademas de clatrina, otras proteinas
gue participan en el reciclamiento polar intervienen en el proceso de endocitosis: ARF-
GEF GNOM y su homologo GNOM LIKE 1 (Naramoto et al., 2014; Adamowski y Friml,
2015). En conjunto, el reciclamiento polar y la endocitosis cumplen con el propdésito de
mantener la localizacion polar de los PIN. Este trafico dinamico favorece los cambios
rapidos en la localizacion polarizada de los PIN en los procesos de desarrollo y en la

respuesta a las sefiales ambientales.
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Figura 5. Trafico vesicular y la regulacion de la actividad de los PIN. Los PIN no
fosforilados se someten a un reciclamiento endofitico continuo dependiente de GNOM,
el cual media su localizacion basal. Sin embargo, BFA bloque la actividad de GNOM,
reclutando los PIN en el citoplasma. La cinasa PID fosforila los transportadores PIN en
la membrana plasmatica, inhibiendo el reciclamiento dependiente de GNOM. Las
fosfatasas PP2As se encargan de desfosforilar los PIN y mantener la polaridad basal de
PIN1, PIN2 y PIN4 (Modificada de Armegot et al., 2016).

Otro factor involucrado en el TPA es el control en la cantidad de los PIN en la
membrana plasmatica. Dicha cantidad de los PIN est4 determinada por los niveles de
auxinas y por las sefiales ambientales, sin embargo, el control de su abundancia en la

membrana plasmatica depende del proceso de ubiquitinacion en la vacuola, el cual es
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regulado por el producto génico de MACCHI-BOU4. MAB4 que también se localiza en la
membrana plasmatica e inhibe la endocitosis de los PIN, evitando su degradacion en la
vacuola (Naramoto, 2017). La inhibicion de la endocitosis se correlaciona con la
formacion de aglomeraciones de PIN en la membrana plasmatica, estas agrupaciones
presentan una movilidad débil que restringe la difusion lateral, mecanismo que contribuye
en el mantenimiento de la localizacion polar de los PIN (Kleine-Vehn et al., 2011). La
localizacion polarizada y la distribucion de los PIN permite conocer los patrones de
distribucion de las auxinas y deducir la direccién de su transporte (Band et al., 2014),
pero el control de la actividad de los PIN requiere su fosforilacion. En la familia de
proteinas cinasas AGCVIII resaltan dos subfamilas de proteinas que participan en la
fosforilacion de los PIN: PINOID (PID) y la proteina cinasa D6 (D6PK; Naramoto, 2017;
Weller et al., 2017; Barbosa et al., 2018).

La cinasa PINOID (PID) se relacioné con el transporte de auxinas debido a que
en un escrutinio genético la mutante correspondiente pinoid (pid) presenté caracteristicas
similares a pinl (Bennett et al., 1995). Sin embargo, el fenotipo de la doble mutante pinl
pid en comparacion con las mutantes simples, descarté la idea de que PIN1 y PID
actuaran en la misma via. Los PID estan distribuidos uniformemente en la membrana
plasmatica, donde llevan a cabo su actividad principal, fosforilar las proteinas PIN
directamente en tres residuos de serina conservados S1-S3 y ademas participan en la
localizacion polar (Barbosa et al., 2018).

Las D6PK fosforilan las proteinas PIN en la membrana plasmatica basal, y a
diferencia de los PID solo participan en el control de la actividad de eflujo de los PIN
localizados basalmente sin influir en su localizacion (Zourelidou et al., 2014; Naramoto,
2017). De manera similar a los PIN, D6PK es reclutado en la membrana plasmatica por
GNOM vy su localizacion es regulada por los niveles de auxinas en la célula. En este
sentido, también se someten a un reciclamiento constitutivo a partir de la membrana
plasmatica y tratamientos con la BFA inhiben la fosforilacién de los PIN. La diferencia
entre los reguladores D6PK y los PIN se basa en que los primeros son internalizados
rapidamente después del tratamiento con BFA y los dltimos responden mas lentamente
(Barbosa et al., 2014; Weller et al., 2017).
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Por otro parte, la presencia de inhibidores de fosfatasa que retrasan la
desfosforilacién de los PIN, llevo a la identificacion de una proteina con la capacidad de
regular la polaridad de PIN (PP2A, por sus siglas en inglés protein phophatase 2A),
especialmente una mutante de la subunidad regulatoria A de la proteina fosfatasa 2A
(PP2AAL1) incrementd la sensibilidad al inhibidor de auxinas NPA (Garbers et al., 1996).
La fosfatasa PP2AA antagoniza a la cinasa PID y mantiene la polaridad basal de PIN1,
PIN2 y PIN4, de manera que la fosforilacion por PID promueve la localizacién apical de
PIN y la desfosforilacién mediada por PP2AA lleva a la polaridad basal para regular los
procesos dependientes del transporte de auxinas (Fig. 5; Barbosa et al., 2018). De
acuerdo con esta informacién, es importante mencionar que la inhibicion de GNOM por
el tratamiento con BFA en plantas 35S::PID o mutantes pp2a (en los que PIN1 se localiza
en el polo apical de las células del haz vascular y no en el lado basal, como es normal)
no indujo la acumulacién de PIN1 en los endosomas, lo que sugiere que la localizacién
apical de los PIN es independiente de GNOM (Kleine-Vehn et al., 2009).

Funcién de las proteinas PIN

La localizacion de los PIN permite la generacién de vias de flujo de auxinas
cruciales en la formacion de los 6rganos y en la respuesta gravitropica de la raiz. En la
raiz primaria, el flujo de auxinas hacia la punta de la raiz (flujo acropétalo) es controlado
por PIN1, PIN3 y PIN7 distribuidos en el haz vascular, PIN2 en el cortex y PIN4 en las
células iniciales de la vasculatura. PIN4 también se localiza en el resto de las células
iniciales y en el QC. En la columnela, PIN3 y PIN7 dirigen el flujo basipétalo hacia los
tejidos de la raiz a través de las proteinas PIN2 ubicadas en la epidermis y PIN1
localizado tanto de manera basal como en el dominio interno lateral de la endodermis y
en el periciclo, permite la recirculacién de las auxinas (Friml et al., 2002; Blilou et al.,
2005; Band et al., 2014). Esta disposicion de los PIN establece un flujo de auxinas tipo
fuente invertida que genera y mantiene una acumulacion de auxinas adecuada en el QC,
las células iniciales, la columnela y el protoxilema (Fig. 6). Estudios donde la expresion
ectopica de algunos genes PIN complementan a las mutantes pin, exhiben su
redundancia funcional (Blilou et al., 2005). La formacion de nuevos 6rganos como las
raices laterales, requiere una elevada respuesta a auxinas en el periciclo y

posteriormente, una concentracion gradual hacia la zona apical, mediada por los
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transportadores PIN, ya que en las mutantes pin se altera la frecuencia en la que se
forman las raices laterales, su desarrollo o incluso no se generan dichos 6rganos
(Benkova et al., 2003; Dubrovsky et al., 2008).
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Figura 6. Transporte polar de auxinas, localizacion y actividad de los PIN en la raiz.
a) Las flechas indican el flujo y reflujo de auxinas que mantiene la acumulacion adecuada
de auxinas en la punta de la raiz. El esquema de la derecha ilustra la localizacion apical
y basal de los transportadores. b) Expresion de PIN1:GFP y PIN3:GFP en el desarrollo
de las raices laterales en plantas transgénicas de Arabidopsis thaliana. (Adaptado de
Armegot et al., 2016).

En general, los PIN cambian dinAmicamente su localizacion en respuesta a las
sefales ambientales y remodelan la estructura de la planta, sin embargo, cada miembro
esta involucrado en procesos especificos tanto en el sistema radicular como en el aéreo.
PIN1 participa en el movimiento acropétalo de las auxinas en la raiz, la iniciacion de
organos, la formacion de hojas, las respuestas gravitropicas y el desarrollo vascular del
follaje (Okada et al., 1991; Friml, 2003; Blilou et al., 2005). PIN2, participa en el transporte
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basipétalo y el gravitropismo (Miller et al., 1998; Blilou et al., 2005; Rahman et al., 2010).
PIN3 interviene en la formacién de la raiz lateral en las primeras etapas, la formacién y
el mantenimiento del gancho apical, asi como las respuestas gravitropicas y fototropicas
(Chen et al., 2015; Rakusova et al., 2016). De manera similar a PIN3, PIN4 también tiene
un papel en la respuesta fototrépica y el desarrollo del gancho apical, ademas facilita la
formacién de los gradientes de auxinas que regulan el crecimiento de la raiz (Friml et al.,
2002) y PIN7 actia como un mediador de la respuesta gravitrépica y controla

negativamente el crecimiento radial de las raices (Rosquete et al., 2018).

4.2.1.3. Inhibicién del TPA

En gran parte el conocimiento sobre el movimiento de las auxinas se debe al
empleo de inhibidores del transporte de auxinas. Existen compuestos de distintos
origenes que pueden afectar la actividad de los transportadores de auxinas: los
compuestos enddgenos, los de origen no vegetal y los sintéticos (Klima et al., 2016). Una
caracteristica de los inhibidores es que actuan a diferentes niveles, desde la regulacion
de la expresion del gen que codifica un transportador particular, hasta su traduccion, el
tréfico a la membrana plasmética, su estabilidad en la membrana y la inhibicion directa
e indirecta de la actividad de las proteinas en la membrana.

Inhibidores endbégenos

Entre los compuestos enddgenos, los flavonoides modulan el transporte de
auxinas uniéndose a una proteina de unién a NPA. Reportes indican que la funcién del
transportador ABCBL1 se ve afectado, asi como la transcripcion y localizacion de algunos
miembros de la familia PIN (Bailly et al., 2008). En una mutante deficiente en la
produccion de flavonoides transparent testa4 (tt4) se incrementa el transporte basipétalo,
lo que confirma la funcién inhibitoria de los flavonoides en el TPA (Buer y Muday, 2004).

Inhibidores sintéticos

Por otra parte, los inhibidores farmacolégicos interfieren con la actividad de los
transportadores tanto de influjo como de eflujo localizados en la membrana plasmaética.
El &cido 1-naftoxiacético (1-NOA, por sus siglas en inglés 1-Naphthoxyacetic acid) y otros

compuestos con similitud estructural con la auxina sintética 2,4-D pueden inhibir a las
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proteinas de influjo de auxinas. Las plantas tratadas con 1-NOA presentan un fenotipo
agravitropico semejante al de la mutante auxl (Parry et al., 2001).

Las fitotropinas son otro grupo de compuestos sintéticos que inhiben el TPA, el
crecimiento de la raiz y alteran el gravitropismo de manera dosis dependiente. La
fitotropina candnica NPA ha sido utilizada por décadas, sin embargo, su mecanismo de
accion aun no se comprende a cabalidad, aunque se han encontrado posibles proteinas
de union ubicadas en la membrana plasmatica. Bailly y col. (2008), mostraron la conexion
funcional del NPA a la proteina tipo inmunofilina twisteddwarf-1 (TWD1) como un
interactor de los transportadores ABCB1 y ABCB19. El NPA se une tanto a TWD1 como
a ABCBL1 evitando su interaccién proteina-proteina, lo que provoca la disminucién en el
eflujo de auxinas. Ademas, concentraciones altas de NPA fenocopian el fenotipo de la
mutante pinl, sugiriendo un vinculo con las proteinas PIN.

El 2,3,4 &cido triiodobenzoico (TIBA) afecta el arreglo del citoesqueleto,
estabilizando los filamentos de actina, lo que induce la alteracion del trafico de los
transportadores de auxinas PIN1 y AUX1 (Dhonukshe et al., 2008).

Inhibidores de origen no vegetal

El compuesto representativo de este grupo es la BFA, un aislado del hongo
Penicillum brefeldianum. Como se detall6 anteriormente, los tratamientos con BFA
resultan en la retencion de las proteinas PIN1 y PIN2 en los compartimientos
endosomales evitando su localizacion en la membrana plasmatica. En las raices de A.
thaliana la BFA inhibe la orientacion de los PIN hacia la membrana basal, alterando el
flujo y la direccion de las auxinas (Kleine-Vehn et al., 2008a). Los transportadores ABCB
también presentan sensibilidad a la toxina BFA, ABCB1 se acumula en compartimientos
BFA y ABCB19 es retenida en la membrana plasmatica, indicando diferentes vias de
trafico para ABCB1 y ABCB19 (Kleine-Vehn et al., 2006).

4.2.1.4. Sefializacion de las auxinas

Como se menciond, las auxinas ingresan a la célula a través de los
transportadores y regulan la transcripcion de genes de respuesta a auxinas a través de
una via de sefializacion que involucra el complejo receptor SCFTIR1/AFB (SCF [(SKP,
CULLIN, F-BOX), TIR1/AFB (TRANSPORT INHIBITOR RESPONSE 1/AUXIN-
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RELATED F-BOX PROTEINS), Ilos represores transcripcionales AUX/IAA
(AUXIN/INDOLE-3- ACETIC ACID) y los factores de respuesta a auxinas ARF (AUXIN
RESPONSE FACTORS (Salehin et al., 2015; Leyser, 2018). Las mutantes individuales
de la familia de genes TIR1/AFB presentan alteraciones fenotipicas discretas, debido a
gue son parcialmente redundantes y funcionan en diferentes tejidos, tirl es resistente a
las auxinas y la raiz es ligeramente mas corta que las plantas normales (Ruegger et al.,
1998). No obstante, la mutante triple tirl afb2 afb3 exhibe defectos drasticos en el
crecimiento y presenta raices agravitropicas (Dharmasiri et al., 2005b).

En concentraciones bajas de auxinas los factores Aux-IAA se unen a los ARF
reprimiendo su actividad, adicionalmente reclutan a los correpresores TOPLESS (TPL),
gue a su vez reclutan deacetilasas que mantienen la cromatina en una configuracion
represiva (Chandler, 2016). Las auxinas actuan como un pegamento molecular que une
el complejo receptor SCFTIR1/AFB con los represores Aux-IAA, el primero es una
ubiquitina ligasa E3 que degrada a los ultimos, de manera que las auxinas promueven la
degradacion de los represores Aux-l1AA, lo que resulta en la activacion de los ARF y el
subsecuente inicio de la transcripcion de los genes de respuesta a auxinas (Salehin et
al, 2015; Leyser, 2018).

Los genes de respuesta a auxinas se agrupan en tres familias: AUX/IAA, Gretchen
Hagen-3 (GH3) y Small Auxin-up Regulated RNA (SAURS). Las proteinas codificadas
por los genes AUX/IAA interaccionan con los ARF y por lo tanto acttan como inhibidores
transcripcionales. Un ejemplo de la funcién de dichas proteinas en la organogénesis de
la raiz, es el médulo SOLITARY ROOT (SLR)/IAA14-ARF7-ARF19, en el cual una
mutacion que cambia a un aminoacido en la secuencia de la proteina bloquea la
degradacion de SLR1, lo que causa la inhibicion de la formacion de las raices laterales
(Kim y Lee, 2013). La familia de genes GH3 participa en la homeostasis hormonal
mediante la conjugacion de aminoacidos con las formas libres del acido indol-3-acético
(AIA), acido jasmonico y acido salicilico (Park et al., 2007b). Los genes SAUR codifican
proteinas involucradas en la expansion de las células, como SAUR41 que se expresa en
el centro quiescente y la célula inicial cértex/endodermis en el meristemo de la raiz (Kong
et al., 2013; Qiu et al., 2013).
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4.3. Movimientos de las raices

A pesar de la naturaleza sésil de las plantas, los 6rganos estan en continuo
crecimiento para percibir y responder al ambiente. Este movimiento ha sido objeto de
estudio desde hace siglos, pero fue hasta la segunda mitad del siglo XIX que Charles
Darwin sent0 las bases para el estudio de los movimientos de los diferentes 6rganos en
respuesta a estimulos externos como la gravedad y la luz (Darwin y Darwin, 1880). A
este tipo de movimientos, se le conocen como tropismos. Los tropismos son respuestas
impulsadas por el crecimiento de los érganos que se orientan en la direccién a un
estimulo ambiental y son clasificados como positivos y negativos, de acuerdo con su
crecimiento hacia o lejos del estimulo direccional (Meroz et al., 2019; Muthert et al.,
2020). Entre los tropismos mas estudiados se encuentran el gravitropismo, el
fototropismo, el hidrotropismo, el tigmotropismo y el halotropismo.

En la raiz, las respuestas tropicas se generan por el crecimiento diferencial de los
tejidos en zonas especificas, ya que las diferentes zonas que componen la raiz
responden a determinadas sefiales ambientales (Fig.7; Muthert et al., 2020). Para ajustar
su crecimiento en respuestas a la luz y a la gravedad estan involucrados cambios en los
gradientes de las auxinas. No obstante, también otras fitohormonas y mecanismos estan

involucrados en los tropismos, como veremos a continuacion.

4.3.1. Gravitropismo

Una de las mayores contribuciones en la colonizacion de la tierra por las plantas
fue la evolucion eficiente de la respuesta gravitrépica de la raiz, que les permitio crecer
en profundidad en el suelo para proporcionar un mejor anclaje y aprovechar los recursos
del entorno (Rakusova et al., 2015). Todos los 6rganos de las plantas perciben el
estimulo gravitacional, aunque difieren en la respuesta de crecimiento, las raices orientan
su crecimiento en direccion del vector de la gravedad (gravitropismo positivo) y en la
parte aérea, el crecimiento es opuesto al vector de la gravedad (gravitropismo negativo;
Vandenbrink y Kiss, 2016).
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Figura 7. Regiones de deteccion y respuesta a los estimulos ambientales en la
punta de la raiz de Arabidopsis thaliana. En la mayoria de los tropismos, se detectan
los estimulos ambientales en la cofia de la raiz y se desencadena un crecimiento
diferencial en la zona de elongacion, excepto en el hidrotropismo (Muthert et al., 2010).

En general, el mecanismo de respuesta gravitrpica consta de tres etapas: 1) la
deteccion de la gravedad en las células especializadas, 2) la transduccion de la sefal
bioquimica a partir de las células de percepcion hacia la zona de elongacion y, 3) el
crecimiento diferencial para orientar la direccion del crecimiento en funcion del vector de
la gravedad (Fig. 8; Singh et al., 2017).

Percepcion de la gravedad
Para explicar cdmo las plantas perciben la gravedad, la hip6tesis de los estatolitos
de almidon ha sido la més aceptada, a través de diversos enfoques experimentales en
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varias especies vegetales (Kiss et al., 1996; Morita, 2010). En las raices el mecanismo
primario de percepcion de la gravedad ocurre en la cofia de la raiz, especificamente en
las capas celulares S1 y S2 de la columnela. Estas células contienen plastidios de alta
densidad que contienen almidon conocidos como amiloplastos, los cuales al
sedimentarse con relacion al vector de la gravedad y reorientan la direccion del
crecimiento de la raiz, actian como sensores que modifican la direccion de crecimiento
(Fig. 8a). Morita (2010), observo que en la mutante fosfoglucomutasa (pgm), la cual
carece de una enzima que participa en la sintesis de almidon se redujo la respuesta a la
gravedad. Ademas, la eliminacion de las células de la columela con laser y las mutantes
gue carecen de amiloplastos también exhiben una respuesta gravitrépica reducida, lo
gue sugiere una funcion importante en esta zona (Singh et al., 2017). Sin embargo, hay
evidencia de otro punto de deteccién de la gravedad o gravitropismo secundario, ubicado
en la zona de elongacion, aunque la contribucion de este sitio ha sido menos estudiado
(Su et al., 2017).

Sefiales que inducen la respuesta gravitropica

Cuando se reorienta la direccién de crecimiento de la raiz, los amiloplastos de las
células de la columnela se reposicionan por sedimentacion hacia el fondo de la célula,
generando una sefal fisica que posteriormente se convierte en una sefal quimica y
conduce el transporte de auxinas hacia el lado inferior de la raiz, redirigiendo su
crecimiento hacia el vector de la gravedad (Fig. 8b-d; Nakamura et al., 2019).

Algunos modelos propuestos para la percepcion de la gravedad sugieren que los
amiloplastos sedimentados entran en contacto con el citoesqueleto, lo que interrumpe su
direccion. Ademas, se crea presion sobre el reticulo endoplasmatico y la membrana
celular, estimulando la liberacién de Ca?* para iniciar la transduccién de la sefal, la cual
modifica la direccion del transporte de auxinas creando un gradiente asimétrico en la
raiz, desde la cofia hasta la zona de elongacion (Baldwin et al., 2013; Singh et al., 2017).
Se ha propuesto que las proteinas AUX1/LAX y PIN son las encargadas de mover a las
auxinas en la zona de percepcion de la gravedad y de crear un gradiente por su
redistribucién (Band et al., 2014). La mutante de Arabidopsis aux1 muestra un transporte
deficiente de auxinas a partir del follaje a la punta de la raiz, provocando una reduccion

en la respuesta gravitropica. Monshausen y col. (2011), mediante el empleo de sensores
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de pH fluorescentes, observaron que en la superficie inferior de las raices
graviestimuladas increment6 el pH, pero no en las mutantes auxl. Esto resalta la
relevancia de AUX1 en el gravitropismo de la raiz, debido a que un incremento en el pH
resulta en mas auxinas en su forma anionica AIA™ que son impermeables y, por lo tanto,
requieren AUX1 para ingresar a la célula.

Por otra parte, las proteinas PIN median el cambio en el flujo de auxinas en las
raices reorientadas. PIN3 y PIN7 se relocalizan en el lado inferior de las células de la
columnela, redirigiendo el flujo de auxinas hacia la parte inferior (Fig. 8d; Kleine- Vehn
et al., 2010; Nakamura et al., 2019). La expresion de las proteinas PIN depende de la
concentracion de auxinas, en este contexto, el incremento de auxinas induce la expresion
y localizacién asimétrica de PIN2 contribuyendo en el flujo de auxinas hacia la zona de
elongacién. Su participacion en la respuesta gravitrépica se demostré por el hecho de
que la mutante pin2 es agravitropica y la redistribucion de auxinas se bloquea
(Adamowski y Friml, 2015; Singh et al., 2017). Estos cambios en la localizacién polar de
los PIN ocurren rapidamente a través del trafico intracelular. Asi que la relocalizacion de
PIN3 depende de GNOM, y como se mencion0, los tratamientos con BFA inhiben la
actividad de GNOM, lo que lleva a la inhibicién del trafico de PIN3 al quedar atrapado en
compartimientos intracelulares (Kleine-Vehn et al., 2010).

4.3.2. Fototropismo

Para percibir una mayor cantidad de luz y optimizar el proceso de fotosintesis, los
follajes manifiestan fototropismo positivo, mientras que las raices muestran fototropismo
negativo (Goyal et al., 2013; Liscum et al., 2014). Aunque las raices se localicen bajo el
suelo pueden exponerse y responder al estimulo de la luz (Lee et al., 2016).

Las fototropinas son los fotorreceptores primarios, en Arabidopsis se encuentran
dos de estas proteinas en las membranas plasmaticas: PHOT1 y PHOT2. PHOT1 se
localiza en los tejidos internos de la zona de elongacion de la raiz, donde media el
fototropismo en respuesta a la luz azul (Liscum et al., 2014; Harmer y Brooks, 2018).
Este estimulo induce la autofosforilacion de PHOT1, que a su vez desfosforila a otra
proteina esencial para el fototropismo NON-PHOTOTROPIC HYPOCOTYL 3 (NPH3),

donde esta ultima, actia como un punto de interaccion entre la sefial gravitropica y
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Figura 8. Respuesta gravitropica en la punta de la raiz. a) El flujo de auxinas y la
localizacion de PIN2 y PIN3, a la izquierda se muestra la sedimentacion de los
amiloplastos en las células de la columnela antes de la graviestimulacion. b) La
reorientacion de la punta de raiz provoca la sedimentacion de los amiloplastos hacia el
nuevo vector de gravedad, lo que modifica la localizacion de los transportadores PIN
mediante el trafico vesicular y se redirecciona el flujo de auxinas hacia el lado inferior de
la raiz. c) El incremento en el flujo de auxinas en el lado inferior de la raiz, promueve la
localizacion de PIN2 en la membrana plasmatica, lo que induce la distribucion asimétrica
de auxinas. d) Crecimiento direccional de la raiz hacia el vector de gravedad (Modificado
de Armegot et al., 2016).

fototropica, al influir en la redistribucion de PIN2, que desencadena la reorientacion de la
raiz (Wan et al., 2012). Al reorientarse la direccion de crecimiento de la raiz también se
activa la respuesta gravitrépica (Kimura et al., 2018). Es necesario enfatizar que en el
follaje, especialmente en los hipocotilos ocurre la formacion de un gradiente lateral de
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auxinas que resulta en el crecimiento diferencial de los lados sombreados e iluminados

de estos érganos.

4.3.3. Hidrotropismo

El crecimiento direccional de la raiz hacia el agua, referido como hidrotropismo,
fue descrito por Von Sachs (1887). Para determinar la regién de la raiz que detecta el
agua, se han implementado ensayos con Arabidopsis. Miyazawa y col. (2009),
determinaron que las células de la zona de elongacion influyen en la curvatura
hidrotrépica, mientras que en un estudio reciente se observo que la eliminacion de las
células tanto del meristemo como de la columnela no afecta el hidrotropismo, por lo que
la zona de elongacién realiza una funcion dual durante dicho estimulo (Detrich et al.,
2018). Los tratamientos con bajas concentraciones de acido abscisico (ABA) promueven

tanto la division celular como la expansion (Dietrich et al., 2018).

4.3.4. Tigmotropismo

El crecimiento de la raiz puede interrumpirse cuando la raiz encuentra un
obstaculo como piedras, otras raices e incluso capas o zonas del suelo més duras. En
esta situacion, la raiz reorienta su crecimiento para evadir, rodear o cruzar los obstaculos.
La cofia es el primer sitio en percibir el obstaculo, y posteriormente se producen una serie
de curvaturas: la primera ocurre en el extremo basal de la zona de elongacion, seguida
de una flexion en la zona de transicion, en direccidn opuesta a la primera. Durante la
reorientacion del crecimiento de la raiz para evadir el obstaculo, la cofia percibe la
superficie proporcionando informacion tactil (Massa y Gilroy, 2003; Muthert et al., 2020),
proceso que implica un aumento en los niveles de Ca?* y la distribuciéon asimétrica de las

auxinas en el lado céncavo de la raiz (Monshausen et al., 2009; Lee et al., 2020).

4.3.5. Halotropismo

En las zonas de suelo con concentraciones elevadas de sal (NaCl), las raices
cambian su direccion de crecimiento. En la mayoria de las especies, las raices crecen
lejos de los gradientes de NaCl (halotropismo negativo). A pesar del estrés al que se

someten en condiciones salinas, algunas especies de plantas presentan halotropismo
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positivo (Shelef et al., 2010). Para que se lleve a cabo una respuesta halotropica, se tiene
que atenuar el gravitropismo, posiblemente a través de la degradacion de los
amiloplastos de la columnela (Sun et al., 2008).

Varios reportes indican que el estrés salino altera el trafico de PIN2. En la punta
de laraiz, se induce la endocitosis dependiente de clatrina de PIN2, dicho incremento en
la internalizacion disminuye la abundancia del transportador en la membrana plasmatica,
lo que ocurre de manera asimétrica en el lado de la raiz expuesta a un gradiente de NacCl,
causando un flujo diferencial de auxinas que induce la flexion halotropica. Ademas de
PIN2, AUX1 muestra un patron de expresion asimétrico y también se incrementan los
niveles de PIN1 (Galvan-Ampudia et al., 2013; van de Berg et al., 2016). Otra via
propuesta en respuesta a gradientes de concentracion de NaCl es dependiente de la
proteina SALT OVERLY SENSITIVE (SOS). Las mutantes sosl-1, so0s2-1 y s0s3-1
mostraron un crecimiento agravitropico comparado con las plantas de tipo silvestre.
Particularmente, la mutante sos1-1 exhibié baja degradacién de los amiloplastos y no
presentd disminucion en los niveles de PIN2 como se observa con las plantas silvestres
(Sun et al., 2008).

4.4. Rizobacterias Promotoras del Crecimiento vegetal

La respuesta de las raices a los estimulos ambientales impacta en la expresion
de los genes, lo que conduce al cambio en la direccién del crecimiento, la modificacion
de la longitud de la raiz primaria y la frecuencia en la formacion de nuevos 6rganos. Una
de estas condiciones ambientales son las PGPR, bacterias de vida libre que colonizan
las raices y mediante diferentes estrategias contribuyen al crecimiento vegetal. La
concentracion de las PGPR es mayor en la zona del suelo que rodea a las raices
(rizosfera), puesto que los exudados radiculares y las células que se desprenden de la
raiz, son una fuente de carbono y nutrientes que funcionan como atrayentes paras las
bacterias, mientras que las PGPR estimulan el crecimiento vegetal a través de la
adquisicion de nutrientes del suelo, la produccion de fitohormonas, ademas le confieren
a las plantas proteccion frente a fitopatdogenos y condiciones de estrés (Fig. 9; Vejan et
al., 2016; Backer et al., 2018; Etesami et al., 2019).
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4.4.1. Adquisicion de nutrientes

Las PGPR contribuyen en la disponibilidad de los nutrientes para las plantas, a
través de diferentes mecanismos que incluyen la fijacion de nitrogeno, solubilizacion de
fésforo, y la produccion de sideroforos.

Fijacion de nitrégeno

El nitrdgeno es el elemento mas abundante en la atmosfera, representa el 78% y
forma parte de estructuras esenciales para la vida, como los acidos nucleicos y las
proteinas, sin embargo, los productores primarios no pueden utilizarlo. Para que las
plantas puedan asimilarlo necesita ser convertido en formas asequibles, y los
microorganismos como las PGPR, mediante el complejo enzimatico nitrogenasa,
convierten el nitrégeno gaseoso (N2) en amonio (NH4*), proceso conocido como fijacion
bioldgica del nitrégeno (Backer et al., 2018). Géneros como Zoarcus, Burkholderia,
Gluconacetobacter, Diazotrophicus, Azotobacter y Azospirillum proveen nitrégeno a las
plantas. Sin embargo, algunas bacterias no tienen la capacidad de fijar nitrdgeno y para
compensar esta propiedad, aumentan la eficiencia del uso de N incrementando el tamafio
del sistema radicular o activando mecanismos moleculares para su captacion
(Bhattacharyya y Jha, 2012).

Solubilizacion de fosforo

Después del nitrogeno, el fésforo es el elemento mas limitante para las plantas,
debido a que participa en los procesos vitales: fotosintesis, sintesis de macromoléculas,
transduccion de sefales y respiracién, por mencionar algunos. El mayor porcentaje se
encuentra en formas organicas e inorganicas insolubles. Algunos géneros de bacterias
como Bacillus, Pseudomonas y Azotobacter, poseen la capacidad de solubilizar los
fosfatos a través de la produccion de acidos organicos (citrato, acetato, succinato y
gluconato) y fosfatasas para que el fésforo pueda ser utilizado por las plantas (Ahemad
y Kibret, 2014; Gupta et al., 2015).
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Figura 9. Interaccién planta-bacteria. Las raices liberan fuentes de carbono y
moléculas de sefializacién, ejerciendo un efecto atrayente para las bacterias. Estas
tltimas, mediante diferentes estrategias promueven el crecimiento, la nutricion y la salud
vegetal. La arquitectura del sistema radicular se modifica en respuesta a la interaccion
con rizobacterias benéficas.

Produccién de sideréforos

El hierro (Fe) es el cuarto elemento mas abundante en el suelo, se encuentra
principalmente en forma de 6xidos de Fe3*. Para que las plantas puedan asimilarlo, estas
utilizan varios mecanismos, entre los que destaca la quelacidon. Las raices liberan
moléculas de bajo peso molecular o sideré6foros quelantes del hierro, y de esta manera
puede ser adquirido por las células de la raiz (Ma, 2005). Las rizobacterias también
producen siderdforos e incluso con mayor eficiencia que las plantas, ademas
antagonizan algunas especies de hongos fitopatdgenos al secuestrar el hierro, limitando

su disponibilidad en la rizosfera (Arora et al., 2013; Gupta et al., 2015).
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4.4.2. Efecto bio-estimulante a través de la produccion de fitohormonas

Las PGPR influyen en el crecimiento y desarrollo de las plantas a través de la
produccion de fitohormonas como auxinas, etileno, citocininas y giberelinas. El
incremento en los niveles de los fitorreguladores afecta los procesos de division y
expansion celular en el sistema radicular, por lo que se modifica su crecimiento, ademas
participan en respuesta a condiciones de estrés.

Produccion de auxinas

De acuerdo con Patten y Glick (2002), alrededor del 80% de las rizobacterias
sintetizan AlA. Al igual que en las plantas, el principal precursor para la biosintesis de
AlA en las PGPR es el triptofano, que se convierte en AlA a través de la ruta biosintética
del &cido indol piravico. Las auxinas actian como moléculas sefal en el establecimiento
de las interacciones planta-rizobacteria. No obstante, la funcion principal de esta
fitohormona es promover el crecimiento vegetal, ya que estan relacionadas con un mejor
desarrollo del sistema radicular y un incremento en la produccién de biomasa. Ademas,
actian en respuestas adaptativas, debido a que una actividad auxinica alta ayuda a
mantener el crecimiento de la raiz bajo condiciones de estrés salino (Postma y Lynch,
2011). La produccién de auxinas no se limita a especies benéficas, bacterias patogénicas
también las sintetizan, por una via sintética distinta, donde el tript6fano es convertido a
indol-3-acetamida y posteriormente a AlA (Bulgarelli et al., 2013).

Produccion de ACC desaminasa

Normalmente, el etileno participa en los procesos de senescencia y abscision
relacionados con el agobio ambiental, y es sintetizado a partir del 1-aminociclopropano-
1-carboxilico (ACC). Niveles elevados de esta fitohormona repercuten de manera
negativa en el crecimiento de la raiz, afectando procesos como la absorcién de agua y
nutrientes. Algunas PGPR tiene la capacidad de controlar la acumulacién de etileno,
debido a que producen la enzima ACC desaminasa. El blanco de estas enzimas es el
precursor ACC, degradandolo en a-cetobutirato y amonio (Glick, 2014; Vejan et al.,
2016). Entre los géneros de rizobacterias que destacan con actividad ACC desaminasa
y, por lo tanto, confieren resistencia a las plantas en condiciones de estrés son
Azopirillum, Bacillus, Achromobacter, Enterobacter, Pseudomonas y Rhizobium (Kang et
al., 2010).
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Citocininas y giberelinas

Varias especies de PGPR tienen la capacidad de producir tanto citocininas como
giberelinas o solo una de estas fitohormonas, sin embargo, todavia no se comprenden
los mecanismos de biosintesis de dichas fitohormonas (Gupta et al., 2015). Respecto a
los beneficios en la planta, se sabe que las giberelinas influyen en el crecimiento de los
brotes (Jha y Saraf, 2015), en tanto que, las citocininas estimulan la produccion de

exudados radiculares (Ruzzi y Aroca, 2015).

4.4.3. Actividad de bio-control

El uso excesivo de pesticidas para tratar las enfermedades de las plantas ha
llevado a que los fitopatbgenos desarrollen resistencia y a la alteracion de los
ecosistemas. Para contrarrestar este fenomeno, el incremento en el uso de
microorganismos con actividad de bio-control, es decir, con la capacidad de suprimir los
organismos patogenos resulta apremiante. Géneros de rizobacterias como
Pseudomonas y Bacillus son considerados potenciales agentes de biocontrol, debido a
gue confieren proteccion contra hongos fitopatdégenos a través de diferentes mecanismos
(Gouda et al., 2018).

Compuestos antimicrobianos

De acuerdo con varios reportes, la produccion de antibioticos es el mecanismo
mas eficiente de las PGPR frente a los fitopatdgenos. Los principales compuestos
producidos por Pseudomonas son las fenazinas, tensinas, oomicina A, pirrolnitrina,
cianuro de hidrogeno y los lipopéptidos ciclicos. Mientras que, otros géneros como
Bacillus y Streptomices emiten kanamicina, oligomicina A y xantobacina (Compant et al.,
2005; Loper y Gross, 2007). La principal caracteristica de estos compuestos es su amplio
espectro antimicrobiano, ya que tienen propiedades, antibacterianas, antifingicas,
antivirales, antihelminticas, citotoxicas, fitotoxicas, antioxidantes e incluso antitumorales
(Gupta et al., 2015; Vejan et al., 2016).

Resistencia sistémica inducida

La resistencia sistémica inducida (ISR, por sus siglas en inglés Induced Systemic

Resistance) es un sistema de defensa, que prepara y mejora la capacidad de respuesta
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de las plantas frente al estrés bidtico. La inoculacion con algunas PGPR como
Pseudomonas, Bacillus y Serratia, provee resistencia sistémica contra un amplio
espectro de fitopatdbgenos como bacterias, hongos, virus y nematodos (Alvin et al., 2014).
Compuestos individuales microbianos son reconocidos por receptores en la superficie de
las células e inducen la ISR que, a su vez, involucra la sefializacion tanto de jasmonico
como de etileno para que las plantas reaccionen de manera mas rapida y eficaz (Pieterse
et al., 2012).

4.4.4. Tolerancia a estrés abiotico

Las condiciones de estrés ambientales como la salinidad, la sequia y la toxicidad
por metales pesados son las principales limitantes para el crecimiento y la productividad
de los cultivos. La reduccion del 20% de las areas de cultivo en el mundo, se debe a la
salinizacion de los suelos. La limitacion de agua o sequia afecta los principales procesos
de las plantas (fotosintesis, absorcion de nutrientes, entre otros) y la acumulacion de
metales pesados en el ambiente, interfiere principalmente con la absorcion de los
nutrientes esenciales, limitando los procesos de desarrollo (Eteseami et al., 2019). Las
PGPR reducen los efectos de estos estreses abidticos mediante algunos mecanismos
ya mencionados, como la produccion de fitohormonas y de la ACC desaminasa, el
incremento en la disponibilidad de los nutrientes, y otros como la induccion de enzimas
antioxidantes y la expresion de genes de resistencia a estrés, asi como la produccion de

sustancias poliméricas extracelulares (Kumar et al., 2019).

4.4.5. Influencia de las PGPR en el desarrollo del sistema radicular

Hasta ahora la mayoria de los aislados bacterianos estudiados se ha visto afectan
el crecimiento de la raiz primaria, incrementan el nimero y la longitud de las raices
laterales, y estimulan la elongaciéon de los pelos radiculares (Chamam et al., 2013;
Sukumar et al., 2013). Estas modificaciones mejoran la absorcion de agua y nutrientes,
por lo que el uso de las PGPR contribuye en practicas agricolas mas sostenibles.

Bacillus megaterium incrementa el nimero y la longitud de las raices laterales en
Arabidopsis thaliana (Lopez-Bucio et al., 2007), los compuestos organicos volatiles
liberados por las cepas bacterianas Bacillus subtilis GB03 (Zhang et al., 2007) y P.
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fluorescens WCS417 reprimen el crecimiento de la raiz primaria y estimulan el desarrollo
de las raices laterales (Zamioudis et al., 2013), Azospirillum brasilense y Serratia
marcescens incrementan la formacion de raices laterales en Triticum aestivum y
Arabidopsis thaliana de manera dependiente de la densidad del in6culo (Spaepen et al.,
2007a; Shi et al., 2010). Phyllobacterium brassicacearum no afecta la longitud de la raiz
primaria ni el nUmero de raices laterales, sin embargo, la velocidad de ramificacién

incrementa notablemente (Contesto et al., 2010).

4.4.6. Influencia de las bacterias sobre la respuesta auxinica en la raiz

Los cambios en la arquitectura radicular en respuesta a las interacciones con
rizobacterias involucran las vias hormonales, las auxinas son clave en la regulacion del
desarrollo radicular, por lo que no resulta sorprendente que la respuesta auxinica se
modifique. Phyllobacterium brassicacearum STM196 indujo la expresion del marcador
de auxinas DR5:GUS, cuya expresion se restringe a la zona donde se concentran las
auxinas en la punta de la raiz (Ulmasov et al.,1997; Casimiro et al., 2001). La respuesta
se intensificé en una region mas amplia de la punta de la raiz, asi como en el haz vascular
(Contesto et al., 2010). Experimentos con una mutante de Azospirillum brasilense
designada como FAJO009, la cual, esta afectada en la capacidad de biosintesis de
auxinas (Costacurta et al., 1994), mostraron que el fenotipo de las plantas inoculadas
con FAJOO09 fue similar a las plantas control, lo que sugiere que la capacidad de
Azospirillum para alterar el sistema radicular, principalmente se atribuye a la produccion
de auxinas, ademas, Azospirillum incrementa la expresion de algunos genes de

respuesta a auxinas en Arabidopsis (Spaepen et al., 2014).

Pseudomonas fluorescens WCS417 induce la division celular en el meristemo
como consecuencia de un incremento en la expresion de genes de respuesta a auxinas,
como se observd con el reportero sintético DR5::vVYFP (Laskowski et al., 2008) y la
construccion pAUX1::AUX1-YFP (Swarup et al., 2001). Las plantas inoculadas con
WCS417 mostraron una fuerte respuesta a auxinas y la acumulacion de AUX:YFP
aumentoé en la membrana plasmaética de las células de la cofia lateral de la raiz y la zona

meristematica (Zamioudis et al., 2013). P. fluorescens no produce auxinas, por lo que
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probablemente, podria producir compuestos con afinidad a los receptores de la familia
TIR1, como en P. aeruginosa (Zamioudis et al., 2013; Ortiz-Castro et al., 2011).

Bacillus megaterium UMCV1 reduce la division celular en la raiz primaria, al
disminuir la respuesta a auxinas, lo cual fue evidenciado en plantas que expresan
DR5::GUS; sin embargo se incremento la expresion de este marcador en los primordios
de las raices laterales, lo que sugiere que la estimulacion en el crecimiento de las raices
laterales podria estar mediada por una redistribucion de auxinas (Lépez-Bucio et al.,
2007). Los compuestos volatiles emitidos por Bacillus subtillis GB0O3 incrementaron la
acumulacion de auxinas en las raices y en el follaje (Zhang et al., 2007).

Phyllobacterium brassicacearum STM196 estimula la expresion de varias enzimas
de la via de biosintesis de auxinas en el follaje de Arabidopsis, adicionalmente al efecto
del aumento en la longitud de las raices laterales, participa el transporte de auxinas, ya
gue en una mutante afectada en el transporte de influjo de auxinas aux1-100 de
Arabidopsis no mostré dicho fenotipo. También en la sefalizacion de auxinas la cepa
STM196 reduce los niveles de expresion de los genes TIR1 y IAA7 en la raiz de
Arabidopsis (Contesto et al., 2010). Spaepen y col. (2014), mediante un microarreglo
analizaron la expresion de genes de Arabidopsis inoculadas con una cepa silvestre
(Sp245) y una mutante (FAJO009) de Azospirillum brasilense, donde observaron que el
namero de genes expresados en la raiz aumentaba con el tiempo de muestreo, y que la
cepa silvestre produjo una respuesta mayor que la cepa mutante. Ademas, la inoculacion
con Azospirillum brasilense Sp245 provoco una respuesta mas amplia comparada con la
aplicacién exégena de auxinas, por lo que la expresién de genes en plantas inoculadas
con Sp245 tiene un efecto adicional a la produccion de auxinas bacterianas en la
expresion génica de la planta, y si bien se activa la expresion de genes de otras vias

hormonales, también incrementa la expresion de genes de respuesta a auxinas.

4.4.7. La “Poza salada” del desierto de Chihuahua

En el desierto de Chihuahua se localiza un sistema de pozos, marismas y
manantiales rodeados de areas extensas de sulfato de calcio (yeso). Sin duda el Valle
de Cuatro Ciénegas es el mas representativo y fascinante de esta region, con las

caracteristicas pozas de agua azul y las dunas de yeso. A pesar de las condiciones
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ambientales extremas, donde impera un clima semiarido, carencia de minerales
esenciales para la vida como el nitrégeno y el fosforo, y la recristalizacion del yeso
provoca el endurecimiento del suelo e incluso forma costras duras en la superficie, una
gran variedad de especies de animales, plantas y microorganismos sobreviven y

proliferan en este ambiente (Romao y Escudero, 2005; Czaja et al., 2014).

Dentro de esta area natural protegida también se localiza el Valle del Sobaco,
especificamente al sureste del desierto en el estado de Coahuila, México (26° 10 54" N
y 102° 42 24" W) (Fig. 10). En este valle se ubica la “Poza Salada”, cuyo nombre hace
alusidén a su alta concentracion de sal. A pesar del suelo salino y el pH=8.61 varias
especies vegetales como pastizales y matorrales o arbustos crecen en los alrededores
de la poza. Resulta sorprendente que en este ambiente hostil se desarrollen las plantas.
Sin embargo, el microbioma de la rizosfera de estas plantas puede tener gran influencia
en el crecimiento y la resistencia a condiciones ambientales extremas. Como parte de un
escrutinio en la rizosfera del pastizal (Distichlis spicata) se observé que los
microrganismos benéficos obtenidos tienen la habilidad de resistir a altas
concentraciones de sal y proveen beneficios a la planta, particularmente los aislados
bacterianos Bacillus sp. y Pseudomonas lini promueven y confieren proteccion contra la
salinidad (Palacio-Rodriguez et al., 2017). Los arbustos de mezquite (Prosopis sp.) son
otra importante especie vegetal que crece cerca de la “Poza Salada” y ademas actian
como estabilizadores de las dunas de yeso, por lo que resulto de particular interés para

nuestro grupo de trabajo estudiar su microbioma rizosférico.
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Figura 10. Exploracion microbiolégica en la zona del Desierto Chihuahuense. a)
Localizacion geografica del sitio de muestreo en la “Poza Salada” en el Valle de Sobaco
en Coahuila, México. b) Dunas de yeso en los valles de desierto de Chihuahua c)
Fotografias de la “Poza Salada” y los arbustos de Mezquites creciendo alrededor de la
Poza.
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5. JUSTIFICACION

El aislado bacteriano 5B1 proveniente de la “Poza salada” es una bacteria que
influye en el crecimiento de la raiz, rasgo que podria ser importante para una co-
adaptacién al ambiente. La distribucién diferencial de auxinas afecta los tropismos y los
procesos de organogénesis vegetal, por lo que evaluar la participacion del transporte de
auxinas en la interaccion entre 5B1 y Arabidopsis thaliana nos ayudaria a entender la

contribucion del microbioma sobre el comportamiento de la raiz en ambientes extremos.
6. HIPOTESIS

El aislado bacteriano 5B1 influye en la direccion del crecimiento y la arquitectura de la
raiz de Arabidopsis thaliana a través de cambios en la distribucion de auxinas.

7. OBJETIVOS

7.1. Objetivo general

Determinar la participacion del transporte de auxinas en el crecimiento direccional

de la raiz de Arabidopsis thaliana en interaccion con la cepa 5B1.

7.2. Objetivos especificos

1. Caracterizar la posicion taxondmica de la cepa 5B1.

2. Evaluar la redistribucién de auxinas en la raiz de Arabidopsis thaliana en
interaccion con la cepa 5B1.

3. Determinar los cambios en la respuesta auxinas en plantulas de Arabidopsis
inoculadas con la cepa 5B1.

4. Analizar la participacion de los transportadores de auxinas en la raiz en

interaccion con la cepa 5B1.
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SUMMARY

Roots provide physical and nutritional support to plant organs that are above ground and play critical roles
for adaptation via intricate movements and growth patterns. Through screening the effects of bacterial iso-
lates from roots of halophyte Mesquite (Prosopis sp.) on Arabidopsis thaliana, we identified Achromobacter
sp. 5B1 as a probiotic bacterium that influences plant functional traits. Detailed genetic and architectural
analyses in Arabidopsis grown in vitro and in soil, cell division measurements, auxin transport and response
gene expression and brefeldin A treatments demonstrated that root colonization with Achromobacter sp.
5B1 changes the growth and branching patterns of roots, which were related to auxin perception and redis-
tribution. Expression analysis of auxin transport and signaling revealed a redistribution of auxin within the
primary root tip of wild-type seedlings by Achromobacter sp. 5B1 that is disrupted by brefeldin A and corre-
lates with repression of auxin transporters PIN1 and PIN7 in root provasculature, and PIN2 in the epidermis
and cortex of the root tip, whereas expression of PIN3 was enhanced in the columella. In seedlings harbor-
ing AUX1, EIR1, AXR1, ARF7ARF19, TIR1AFB2AFB3 single, double or triple loss-of-function mutations, or in
a dominant (gain-of-function) mutant of SLR1, the bacterium caused primary roots to form supercoils that
are devoid of lateral roots. The changes in growth and root architecture elicited by the bacterium helped
Arabidopsis seedlings to resist salt stress better. Thus, Achromobacter sp. 5B1 fine tunes both root move-
ments and the auxin response, which may be important for plant growth and environmental adaptation.

Keywords: Arabidopsis, auxin signaling, development, root biology, meristems.

INTRODUCTION which the primary root grows indeterminately due to the

Roots support plants via soil attachment, exploration and
environmental sensing. Their spatial configuration, defined
as root architecture, is an important agronomic trait of
increasing relevance due to its direct role in water and
nutrient acquisition. The study of the mechanisms that
determine root architecture has been difficult because
roots grow deeply into the ground. To solve this limitation,
several experimental systems have been established,
which allow the earlier stages of growth to be analyzed
in vitro. Advances in this field were boosted by the use of
Arabidopsis thaliana, which develops a tap root system, in

activity of the root apical meristem and for which genetic
stocks and growth procedures are well established (Smith
and De Smet, 2012; Atkinson et al., 2014).

Roots are very sensitive and move towards water (hy-
drotropism) and gravity (gravitropism), and react to touch
and hard substrates (thigmotropism) such that these
dynamic responses are important for plant foraging of
resources (Ruiz-Herrera et al., 2015; Su et al., 2017; Diet-
rich, 2018). Root movements are typically slow and difficult
to observe as they occur below ground. However, root nav-
igation circumvents physical obstacles and is integral to

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd 1
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plant function and adaptation {Falik et af., 2005; Oliva and
Dunand, 2007; Harmer and Brooks, 2018). The underlying
molacular and physiclagical mechanisms  remain
unknown.

Phytohormones are implicated in root movements with
auxin playing a critical rofe in gravitropism and abscisic
acid in hydrotrapism (Su et al, 2017; Dietrich, 2018). In
Arabidopsis mutants that are defective in the auxin intake
permease AUX1 or the efflux transporter gene EIRVAGR1/
PiN2, the gravity response is lost and this leads to the for-
mation of circles called coils {Chen et al., 1998; Luschnig
et al, 1998; Miiller et al, 1938; Marchant et &/, 1999;
Swarup et al., 2005). Coil formation also involves AXR4, &
modulator of AUX1 (Dharmasiri et al, 2006}, and WAGT
and WAG2Z, which code for protein kinases that influence
PIN protein activity {Santner and Watson, 2006). Gravistim-
ulation triggers auxin redistribution from the center of the
primary root to external cell layers within minutes to pro-
mote dirgctional growth towards the gravity vector, thus
auxin transport is tightly linked to root tip navigation {Abas
et al., 2006; Rahman et af., 2010; Geisler et al,, 2014}

The formation of coils on primary roots of patatin-re-
lated phospholipase-Al-1 (pplal-T) Arabidopsis mutants
was exacerhated following application of the auxin efflux
transport inhibitor 1-naphthylphtalamic acid or the influx
transport inhibitor 1-naphthoxyacetic acid, as well &s in
response to far red light in a process mediated by PHYB
{Effendi et al., 2014; Perrineau et 21, 2016), Moreover, the
influence of light and sugars on coiling has already been
studied by Singh et al. {2014), who showed that glucose
affects root navigation. Thus, light provisian via photasyn-
thesis and/or sugar availability modulates auxin redistribu-
tion within the root tip to instruct the direction of growth,
which may help soil exploration and/or penetration.

The root-associated microbial communities play funda-
mental roles in plant nutrition, development and defense
(Vandenkoornhuyse et af., 2015; Lemanceau et al, 2017).
The term plant growth promoting rhizobacteria was coined
to typify the bacterial strains isolated from roots in their nat-
ural environment, which improve growth, deveicpment and
productivity {Lugtenberg and Kamilova, 2009; Verbon and
Liberman, 2018}. The mechanisms by which these beneficial
bacteria influence host physiclogy include the production of
phytohormonss and quorum-sensing signals, which diffuse
batween calls, volatile blends perceived at long distances
and/or macromolecular constituents that are recognized
upon bacterial-root contact {Lopaz-Bucio et al., 2007; Ortiz-
Castro et al, 2008; Ortiz-Castro et al., 2011; Pérez-Flores
et al, 2017; Stringlis et al, 2018). Despite the knowledge
gained in recent years on plant growth promoting rhizobac-
teria research, the influence of bacteria on root behavior or
tropic respanses remains largely unexplored.

Root tropisms are controlled by environmental percep-
tion and tactile exploration that rely on endogencus

genatic factors, stimuli integration and cellular responses
for rapid cell division and efongation readjustments. Here,
we discovered and characterized an Achramobactar sp.
BB1 strain that show several probiotic attributes both
in vitro and in soil and noteworthy, deviates root growth
from the gravitropic vector promoting lateral root develop-
ment. Through a combination of cellular, molecular and
genetic analysis, we show that the bacterial-induced root
tip navigation and architectural reconfiguration is a
dynamic process involving auxin-dependent and -indepen-
dent mechanisms. These results point to a critical role of
rhizobacteria not only on plant performance, but also on
oot behavior.

RESULTS
Isotation and characterization of Achromobacter sp. 5B1

Plants harbor very diverse and rich micrabiomes that sup-
port adaptation to adverse conditions (Bulgarslli et af.,
2012). An explaration to the “Poza Satada,” a salty poal
located in the Sobaco Valley, southeast of the Chihuahuan
Desert in the state of Coahuila, México, showed several
heaithy Mesquite trees growing at the sides of the pool,
despite the high salt content of the scil. Root samples were
collected from a single tree and 43 bacterial isclates were
recovered, which were co-cultivated in direct contact with
Arabidopsis roots in vitro to assess their growth promotion
potential. A single isolate termed 5B1 was obtained from
the rhizosphere, cultivated on free nitrogen medium with
3% NaCl and successiully propagated on Luria-Bertani (LB}
medium (Figure 1a) and both gram-staining and electronic
microscopy analyses, respectively, grouped it as a gram-
negattve (Figure 1b)}, flagellated bacterium (Figure 1c). 16S
fRNA gene sequencing and sequence comparisons using
the BLAST algorithm positioned it as part of the Achro-
mobacter genus, closely to A. puimonis (Figure 1d}.

Achromobacter sp. 5B1is a plant growth promoting
rhizobacterium

Arabidopsis thaliana is a useful plant model to assess the
molecular and physiological responses to rhizobacteria.
Co-cultivation experiments using agar plates were initially
performed to uaravel the plant responses to root ¢oloniza-
tion with Achromobacter sp. 5B1 in vivo. The effects of
bacterization on root architecture and biomass production
wera analyzed in Arabidopsis wild-type (WT) {Col-0} seed-
lings whose roots were placed over axenic, agar-solidified
medium, or over a bacterial streak and grown for six addi-
tional days. Achromobacter sp. 581 promoted primary root
growth, and increased the lateral root number and density
approximately fourfold, which correlated with a twofold
increase in total fresh weight and shoot fresh weight and
with a threefold increased root fresh weight (Figure 2a-f).
The bacterial effects could be confirmed in experiments,
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Figure 1. Characterization of Achromobacter sp. 5B1.
(a) Representative image of bacterial colonies
grown on a Luria-Bertani solidified medium. Iso-
lated colonies were streaked on MS 0.2x media to
interact with Arabidopsis seedlings.

(b) Gram staining of bacterial cells in a bright-field
micrograph showing gram-negative rods.

(c¢) Scanning electron microscopy of bacterial cells
with flagella.

(d) Phylogenetic tree of the 16S rRNA sequence of
the 5B1 strain and nine additional sequences with
99% similarity. 16S rRNA sequence of J01859.1
Escherichia coli was used as the outgroup.

(d)

Achromobacter sp. 5B1 influences root development 3
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including many more samples and up to 11 Petri plates
with six seedlings each (Figure S1).

Two additional plant-bacteria modes of interaction were
assessed, (i) one in which the plants and the bacteria were
grown on two separate sides of Petri plates, enabling com-
munication via volatiles only, and (ii) another where the
bacterial streak was placed into the front of the primary
root and for which sensing of the bacteria occurs as the
root tip approaches the inoculum site. In both cases, bac-
terization triggered growth of plants while promoting pri-
mary root growth and branching (Figures S2 and S3).
These beneficial effects could be reproduced in soil grown
plants, in which root inoculation with Achromobacter sp.
5B1 increased whole plant height, size and productivity
(Figure 3a-d).

Achromobacter sp. 5B1 promotes cell division in primary
roots and causes changes in auxin response

The plant hormone auxin is an important factor for root
growth and architecture reconfiguration. The growth-pro-
moting effect of the bacterium in primary roots and its
relationship with cell division and auxin signaling was then
analyzed using transgenic Arabidopsis seedlings that
express CycB1,;1::uidA, a cell cycle reporter construct and
DR5:GFP (green-fluorescent-protein, GFP), an auxin-in-
ducible gene marker, whose roots were placed over a bac-
terial streak and grown for six additional days. The results
show that Achromobacter sp. 5B1 increases the number of
cells expressing CycB1;1::uidA in primary root meristems
(Figure 4a,b). Interestingly, confocal imaging of DR5:GFP
expression showed an increase in auxin responsiveness in
lateral root primordia (Figure 4c), but a highly contrasting
expression pattern occurred in primary root meristems, as

J01859.1 ia coli

bacterization enhanced auxin responsiveness at the very
root tip while placing most fluorescence to the concave
side of the coil (Figure 4d).

To gain more information on the step(s) of lateral root
formation affected by inoculation with 5B1, an analysis of
lateral root primordia development was performed using
Arabidopsis transgenic seedlings that express DR5:GUS.
Quantification of total lateral root primordia at 2, 4 and
6 days after inoculation showed that bacterization
decreased the number of primordia with time, which corre-
lated with an increased number of mature lateral roots
(Figure S4). Representative images of the primordia at dif-
ferent developmental stages confirmed an increase in
auxin responsiveness in inoculated seedlings at all the
stages analyzed (Figure S4). These data suggest that an
inoculation-induced increase in lateral root formation is
due to an enhancement of primordium development, or
emergence rate from the primary root, which are corre-
lated with an auxin response.

Achromobacter sp. 5B1 causes primary root growth
deviation from gravity and leads to asymmetrical DR5:GFP
distribution expanding into one side within lateral cap
cells

The primary roots of Arabidopsis seedlings inoculated with
Achromobacter sp. 5B1 deviate from the gravity vector and
had an increased skewing/coiling (Figure S1). To deter-
mine if this growth pattern could be related to an altered
gravitropic response, and clarify the role of auxin in this
process, a number of the Arabidopsis seedlings expressing
DR5:GFP were inoculated with the 5B1 strain and the pro-
portion of agravitropic roots quantified. While all seedlings
manifested root deviation, nearly 80% of the bacterized
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seedlings formed any root cail {Figure Sa-c]. Interestingly, coils. Moreover, an analysis of the roots at different stages
during root coiling, all seedlings manifested a DR5:GFP during the curvature clearly supported the correlation
gradient preferentially expressed at the concave side of the between changes in auxin-inducible gene expression and
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Figure 2. Zffects of Achromobacter sp. 5B1 on root a:chitecture and biomass production in Arabicopsis thaliana seedlings.

Arabidopsis wild-type {Col-0) seedlings were germinated and grown on agar-solidified 0.2 MS medium, and 4 days after garmination, transferred to fresh
media by placing the roots over a streak of bacteria and grown for six additional days.

{a} primary root length, (b} lateral root nurnber, {c) latcral root dersity inumber of roots per cm of root), (d) tota: f-esh weight, (e} shoot fresh weight and if) raot
fresh woight. Values shown represent the mean + SD (0o = 18). Different iciters indicate statistical difforencos from a Tukey analysis (P < 0.05). Expsrimant was
repeatec three times with similar rasults,
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Figure 3. Effect of Achromobacter sp. 5B1 on (a) (C)

growth and seed production of Arabidopsis plants 40r 5 Control 6000

in soil. 35L-® Achromobacter sp. 5B1 a
Wild-type (Col-0) seedlings were inoculated by plac- B 5000

ing their roots over a bacterial streak and main- § ‘5 4060

tained in the interaction during 6 days. Seedlings =] = i b

were transplanted into plastic boxes containing 2 2 30001 —_—
sterilized soil comprised of peat moss, perlite and £ -§

vermiculite mix, and maintained to field capacity by 2 2 2000

irrigation with distilled water until the end of the life = |
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{a) Main stem height,

(b) Number of siliques per plant. ] 0 L
(c) Total seeds per pant.

(d) Representative photograph of plants at the (b) (d)

rosette stage, 7 days after transfer to soil. Values
shown represent the mean + SD (n = 12). Different
letters indicate statistical differences from a Tukey
analysis (P < 0.05). Experiment was repeated twice
with similar results.
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root coiling (Figure 5c). These data indicate that the altered
pattern of DR5:GUS expression in primary root tips may be
responsible for the skewing/coiling behavior displayed in
the presence of the bacterium.

Achromobacter sp. 5B1 represses expression of auxin
transporters PIN1, PIN2 and PIN7 in root tip and enhances
expression of PIN3 in columella cells

Auxin is redistributed within the meristem and root elon-
gation zones through several members of the PIN family of
auxin transporters (Blilou et al., 2005). To define the possi-
ble roles of PIN1, PIN2, PIN3 and PIN7 in the redistribution
of auxin following bacterial colonization, confocal imaging
was performed in Arabidopsis transgenic seedlings
expressing pPINT1::PIN1-GFP, pPIN2:PIN2-GFP, pPIN3::
PIN3-GFP and pPIN7::PIN7-GFP in plants grown under axe-
nic conditions or co-cultivated with Achromobacter sp.
5B1. Representative images of GFP expression (Figure 6a)
and relative fluorescence intensity quantitation in the
meristem and columella (Figure 6b,c) showed that root col-
onization with Achromobacter sp. 5B1 strongly repressed
PIN1 and PIN7 expression in vascular tissue, and PIN2 in
the epidermis and cortex of the root tip. Noteworthy, PIN3
expression was activated in the lower root cap columella
cells relative to the control (Figure 6a,c). This result implies
a complex influence of the bacterium on the PINs and did
not rule out the possibility that 5B1 treatment changes the
localization of these transporters.

.Time (weeks)

B 5

Control Achromobacter sp. 5BI

Brefeldin A affects root curling and lateral root formation
promoted by Achromobacter sp. 5B1 and disrupts
bacterial-mediated auxin redistribution within the root tip

Root growth and architectural changes are mediated by the
distribution of auxin transporters into the plasma mem-
brane, which requires vesicle transport from the cytoplasm
to the membrane (Geldner et al., 2001, 2003). Brefeldin A
(BFA) is an inhibitor widely used to alter PIN protein localiza-
tion to root cell membranes by inducing their intracellular
accumulation (Paponov et al., 2019). Next, the interaction
between Arabidopsis and Achromobacter sp. 5B1 was
assessed in medium supplemented with 0,5 and 10 um BFA.
BFA treatment inhibited primary root growth, root coiling
and lateral root formation in bacterized WT seedlings (Fig-
ure S5), which coincided with decreased expression of PIN1,
PIN3 and PIN7 in provasculature cells (Figure S6) and dis-
rupted DR5:GFPdistribution within the primary root cap (Fig-
ure 7a-d). These data suggest that major changes in root
architecture elicited by the bacterium are affected by BFA,
which blocks vesicle trafficking and auxin transport.

Disruption of auxin transport or signaling affects
Achromobacter sp. 5B1 root growth promotion and
enhances root curling

Auxin transport and signaling play critical roles in root
growth and gravitropic responses (Brand et al., 2012). To
determine at the genetic level the contribution of the auxin
transport and signaling pathways in root growth

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd,
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” Figure 4. Effects of Achromobacter sp. 5B1 on cell
(a) (C) Lonirol ""-h""”“h‘“(". sp.oBl dieision and auxin response in roots of Arabidopsis
seedlings.
Transgenic  Arabidopsis seedlings expressing
CycB1;1::uidA and DR5:GFP were germinated and
grown on agar-solidified 0.2x MS medium, and
4 days after germination, transferred to fresh media
by placing the roots over a streak of bacteria and
grown for six additional days, and then processed
to analyze GUS and GFP expression.
{a) Number of cells expressing CycB1,1::uidA in pri-
mary root meristems.
(b) Representative images of root meristems show-
ing CycB1;1::uidA expression.
(c) Confocal imaging of DR5:GFP expression in lat-
eral root primordia and (d) the primary root tip of
plants. Quiescent center {QC) position within the
primary root tip is indicated by white arrow. Values
shown represent the mean + SD (n = 20). Different
letters indicate statistically significant differences
from a Tukey analysis (P < 0.05). Experiment was
repeated three times with similar results.
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Figure 5. DR5:GFF expression in root tips of plants inoculated with Achromobacter sp. 5B1.

(a,b) Confocal photomicrographs of DR5:GFP expression pattern in (a) control plants and (b) in plants inoculated with Achromobacter sp. 5B1. Representative
images in (b) show how the auxinic signal is progressively diverted to the concave side of the root tip during the coiling process. Images show independent
roots during the coiling process, imaged at different times during growth, Close-up images are from the same root.

(c) Graph shows percentage of plants (n = 18) inoculated with the bacterium that exhibit this deviation of the auxinic signal towards the concave side of root
coil. All inoculated roots showed asymmetrical expression gradient with activation on the concave side. Experiment was repeated in triplicate with similar
results. Scale bars represent 200 and 100 um, respectively,
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Figure 6. Achromobacter sp. 5B1 represses expres-
sion of auxin transporters in provasculature cells.
(a) Representative images of Arabidopsis seedlings
expressing  pPIN1:PIN1-GFP,  pPIN2::PIN2-GFP,
PPIN3::PIN3-GFP and pPIN7::PIN7-GFP in plants
grown under axenic conditions or co-cultivated
with Achromobacter sp. 5B1.

(b,c) Graphs show the relative fluorescence inten-
sity at (b) the meristem and (c) columella cells. Pho-
tographs show representative individuals of at least
10 seedlings. Asterisks indicate that means are sta-
tistically different at P < 0.05. Experiment was
repeated two times with similar results. Scale bar:
50 ym.

(a)

Relative fluorescence in =

—_
(2]
-~

Relative fluorescence

Control

Achromobacter sp. SB1

to

1.0

0.8

0.6

meristematic zone

04

in columella

Achromobacter sp. 581 influences root development 7

PINI::PIN1:GFP PIN2::PIN.

[ [] Control
L W Achromobacter sp. 5B1

T

GIP PIN3::PIN3:GFP

v
I
I

PIN7::PIN7:GFP

PINI::PIN1:GFP PI\" ‘PIN2: FFP PIN3::PIN3: ('F/’ PIN7::PIN7: (‘FP

0 0 0

0

1

|

|

PINI::PINI:GFP PI\ 2::PIN2:GFP PIN3::PIN3:GF I’ PIN7::PIN7:GF l’

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd,
The Plant Journal, (2020), doi: 10.1111/tpj.14853

y
1

55



8 Kiran R. Jiménez-Vazquez et al.

10 um BFA

Figure 7. Effect of brefeldin A (BFA) and Achro-

Control

o
Q.

Achromobactersp. SB1

promotion and lateral root formation elicited by Achro-
mobacter sp. 5B1, the response of WT (Col-0) seedlings
and mutants defective on auxin transport eir1-1 and aux1-
7, or response tir1-1, axr1-3, slr1-1, arf7-1arf19-1 and tir1-
1afb2-3afb3-4 were compared. In plants transferred to fresh
media with or without a streak of bacterial inoculum for
6 days, the promotion of root branching was decreased in
auxin transport-related mutants, eirl-1 and aux1-7 (Fig-
ure 8a-d). Nevertheless, these mutants still responded to
bacterization and therefore the main difference between
mutants and WT seedlings seems to be that the mutants
display fewer lateral roots in the absence of an inoculum.
A comparable lateral root response was observed for tir1-1
mutants. Indeed, the bacterium repressed primary root
growth in tir1-1, axr1-3, sIr1-1 and tirl-1afb2-3afb3-4
mutants. Noteworthy, the primary roots of these mutants
had an exaggerated deviation of growth from the gravity
response vector and their root tips curled synchronously
(Figures 8d and 9a-d). Close-up images from Arabidopsis
WT and tir1afb2afb3 primary root tips, show that in the WT
as the root navigates over the medium, lateral roots are
stimulated to emerge and grow, and thus more branches
are formed, whereas in tirlafb2afb3 mutants, the primary
roots develop excessive curling and fail to form lateral
roots (Figure S7). This latter response could simply be the
consequence of a pleiotropic effect of mutating three auxin
receptors on early lateral root primordium initiation.

Achromobacter sp. 5B1 improves growth of Arabidopsis
seedlings under salt stress

Achromobacter sp. 5B1 was isolated from roots of Mes-
quite trees that can grow under high salt conditions. To

mobacter sp. 5B1 in the expression pattern of DR5:
GFP at the root tip of Arabidopsis thaliana.

fa) In axenic conditions the expression pattern of
DR5:GFP is observed in the provasculature, quies-
cent center and in columella

(b) Brefeldin A (BFA) blocks auxin transport in
provasculature and promotes accumulation in col-
umella as evidenced by the increase in signal inten-
sity in this area.

(c) Achromobacter sp. 5B1 changes the direction of
growth and triggers the DR5:GFP signal redistribu-
tion to the concave side of coils.

(d) When plants are treated with BFA and co-inocu-
lated with Achromobacter sp. 5B1, BFA prevents
auxin redistribution. Images shown are representa-
tive of 18 plants analyzed per treatment. Scale bars
shown represent 200 and 100 um, respectively.

investigate any possible relevance of the bacterium to
plants growing under salt stress, the growth and develop-
ment of Arabidopsis seedlings in medium with increasing
salt concentrations was tested in vitro, using Petri plates.
An initial screening of the growth response included con-
centrations of 0, 50, 100 and 150 mm NaCl. Salt supple-
ments affected lateral root formation and shoot, root and
total biomass production with the 150 mm concentration
being highly toxic (Figure S8). From this analysis, we
decided to test the responses of axenic and bacterized
seedlings to 0 and 100 mwm salt supplements. Although pri-
mary root growth was similarly inhibited by salt in control
and inoculated seedlings, the formation of lateral roots
was maintained and the shoot, root and total fresh weight
was improved by the bacterium under salt conditions (Fig-
ure 10), which indicates a possible functional relevance of
the plant probiotic effects of Achromobacter sp. 5B1 not
only under standard growth conditions but also to resist
salinity.

DISCUSSION

Achromobacter species are aerobic gram-negative bacteria
with a wide distribution throughout freshwater and soil
environments. Achromobacter xylosoxidans shows a cer-
tain level of nitrogenase activity, indole acetic acid produc-
tion and P solubilization, and any or some of these traits
may account for the plant growth properties of the genus
(Jha and Kumar, 2009). However, little is known about how
these microbes interact with plants to improve their adap-
tation to biotic and/or abiotic stress. A major plant
response of Arabidopsis to root colonization with Achro-
mobacter sp. 5B1 was the reconfiguration of root

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd,

The Plant Journal, (2020), doi: 10.1111/tpj.14853

56



architecture, characterized by an enhanced primary root
growth followed by increasing formation of lateral roots,
and these traits could be observed in three plant-bacteria
co-cultivation systems: (i) in roots placed over a bacterial

Achromobacter sp. 581 influences root development 9

streak, (ii) in plants and bacteria co-cultivated on separated
sides of a divided Petri plate, and (iii) placing the bacteria
in front of the growing primary root. Thus, plants would
greatly benefit from inoculation with selected
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Figure 8. Root response of Arabidopsis wild-type and auxin transport-related mutants to colonization by Achromobacter sp. 5B1.
Wild-type (Col-0) and mutants eir1-7 and aux1-7 were germinated and grown on agar-solidified 0.2x MS media, 4 days after germination, transferred to new

media with or without a streak of bacterial inoculum for six additional days.
(a) Primary root length.
(b) Lateral root number.
(c) Lateral root density.

(d) Representative images of Col-0 and mutant seedlings in control condition and 5B1 treatment (scale bar = 1 cm). Values shown represent the mean + SD
(n = 18). Different letters indicate statistical differences from a Tukey analysis (P < 0.05). Experiment was repeated three times with similar results.
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Figure 9. Root response of Arabidopsis wild-type and auxin signaling mutants to colonization by Achromobacter sp. 5B1.

Wild-type (Col-0) and mutants tir1-1, axr1-3, sir1-1, arf7-1arf19-1 and tir1-1afb2-3afb3-4 seedlings were germinated and grown on agar-solidified 0.2x MS media,
4 days after germination, transferred to new media with or without a streak of bacterial inoculum for six additional days.

{a) Primary root length.

(b) Lateral root number.

(c) Lateral root density.

(d) Representative images of Col-0, tir1-1afb2-3afb3-4 and axr1-3 in control condition and 5B1 treatment (scale bar = 1 cm). Values shown represent the
mean = SD (n = 18). “0" in graphs is used to indicate “0 values.” Different letters indicate statistical differences from a Tukey analysis (P < 0.05). Experiment
was repeated three times with similar results.
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Figure 10. Root architectural response and biomass production of Arabidopsis plants in co-inoculation with Achromobacter sp. 581 in salinity conditions.
Wild-type Arabidopsis (Col-0) seedlings were germinated and grown in solidified MS medium with 0.2x agar and supplemented with 100 mm NaCl, 4 days after
germination, transferred to fresh media with or without a streak of bacterial inoculum for six additional days.

{a) Primary root length, (b) lateral root number, (c) lateral root density, (d) total fresh weight, (e) shoot fresh weight and (f) root fresh weight. (g) Representative
images of plates are shown. Values represent the mean =+ SD (n = 18). Different letters indicate statistical differences from a Tukey analysis (P < 0.05). Experi-

ment was repeated three times with similar results. Scale bar: 1 cm.

Achromobacter strains, which clearly behave as probiotics
both in vitro and in an artificial soil as substrate.

Root branching is a highly desirable trait in the search of
more cheap, efficient and sustainable agriculture and
therefore rhizobacteria application is a promising option to
reach this goal. Our results show that Achromobacter sp.
5B1 promotes primary root growth and at the same time, it
increases root branching via inducing the maturation of
lateral root primordia, aspects that differ from the halted

root growth caused by other root-associated bacteria. In
previous reports, Arabidopsis seedlings were inoculated
in vitro with rhizobacteria from several genera, including
Bacillus and Pseudomonas, which manifest halted primary
root growth upon sensing of bacterial volatiles or diffusible
molecules, and then lateral root growth is stimulated as a
compensatory mechanism (Lopez-Bucio et al, 2007;
Gutiérrez-Luna et al., 2010; Zamioudis et al., 2013; Stringlis
et al, 2018). In this regard, the primary root growth
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rasponse to Achromobacter sp. 5B1 seems to be unique,
and apparently related more to the changes in root naviga-
tion that primes roats for enhanced fateral root develop-
ment, as the induction of lateral roots occurs even when
the growth of the main root axis remains dominant.

Interestingly, agravitropic root tip behavior could be
only evidenced in roots colonized by the bacteria, but not
in plants exposed to volatile crganic compounds released
by the bacteria on divided Petri plates or when the bacte-
rial streak was placed in front of their growing roots. These
results did not support the nation that volatile or diffusible
molecules were responsible for the deviation of root
growth during the interaction, and therefare an unknown
bacterial signature, possibly a microbe-associated molecu-
lar pattern or pathogen-associated molecular pattern
already present upon physical plant-bacteria cantact may
explain this particular root behavior. This is based on the
assumption that bacterial physiology is constant whether
or not it colonizes roots. However, an alternative explana-
tion is that the bacteria colonizing roots have a different
physiofogy and may release compounds that induce root
coiling only under this condition.

Root movements are difficult to appreciate as they occur
below ground; nevertheless, the study of gravitropism and
hydrotropism shed light on the molecular and physiological
aspects of root behavior, and these are tightly linked to the
phytohormones, auxin and abscisic acid, respectively {Falik
et ak, 2005; QOliva and Dunand, 2007; Harmer and Broaks,
2018). Achromobactersp. 5B1 influences at |east two critical
aspects during root architecture reconfiguration, i.e., i) it
enhances auxin responsiveness in lateral root primordia,
which correlates with a more efficient emergence of the pri-
mardia from the primary root, and (ii) changes the expres-
sion of auxin transporters within the primary root tip.
Although hoth responses rely to some level upon auxin sig-
naling, they likely operate via at least two highly contrasting
mechanisms, as comparison of primary root growth and lat-
eral root formation in WT and auxin éransport or signaling
mutants eir?-1, auxi-7, tirt-1, axri-3, sir1-1, arf7-1arf19-1
and tirl- 1afb2-3afb3-4 showed that air?-7 and auxt-7 still
respond significantly to inoculation with 5B1 by increased
praduction of lateral roots. The main difference appears to
be that the mutants displayed fewer lateral roots even in the
absence of an inoculurn. Simifarly, the #irf mutation seems
to affect enly minimally the induction of lateral root forma-
tion by 5B1 inoculation. On the other hand, the primary root
growth response to 5B1 inoculation depends upan auxin
transport and signaling through PIN2 and AUX17 because
mutating these genes exacerbates primary root curling, a
trait also manifested in auxin signating mutants.

Auxin transport is possible through the coerdinated
action of several members from the PIN family of auxin
transporters. Our study shows that auxin-responsive gene
expression evidenced by DR5:GFP shifts from the center of

the primary root {columella initials} to the concave side of
the curling root in inocutated plants and this certainly
accounts for the deviation of root growth. Confocal imag-
ing revealed the repression of PIN1 and PIN7 in the provas-
culature during root navigation elicited by Achromobacter
sp. 5B1. BFA, a compound that represses the vesicle efflux
necessary to place the PIN protfeins to the plasma mem-
brane, disrupted root coiling and lateral root fermation
induced by the 5B1 strain and this was correlated with the
hait of DR5:GFP redistribution within the root cap. This
suggests that the bacterium disrupts the gravitropic
response in roots, which may depend on the complex net-
work of PIN proteins acting in concert. Consistently,
whereas detection of PIN1 and PIN7 is decreased in root
provasculature, PIN3 expression was activated in the lower
raot cap columella cells. |t was somewhat surprising that
long-term (6 days} BFA treatments decreased PINT, PIN2
and PIN7 expression, which differs from previous reports
in which BFA treatment induced internalization of PIN1 and
PIN2 proteins by inhibiting recycling (Geidner et af, 2003).
Importantly, when the effects of BFA treatments on PiN1
localization were investigated in previous reports, Ara-
bidopsis seedlings were treated with BFA for about 1 h
{Paciorek et al,, 2005; Paponov at af., 2019}, whereas in the
current research the roots were exposed to BFA for 6 days,
and thus this long-term effect is different 1o short time
treatments. Thus, the possibility that changes in PIN-GFP
signals were dependent on changes of localization of PIN
proteins cannot be ruled out.

The auxin transport mutants eir?-1 and aux’-7, which
are defective in the PIN2 auxin efflux transpeorter, or in the
auxin intake permease AUX1, respectively, had a supercoil-
ing phenotype, similar to that of auxin signaling mutants.
These data indicate that the agravitropic root behavior
may be caused by a defective auxin transport to growing
parts of the root, namely the meristem and elongation
zones, hacause auxin signaling mutants showed halted pri-
mary root growth response when compared with the WT,
in which growth was promoted. The fact that the bac-
terium still causes an increase in root branching in tir?-7
and axr3-1, the only two auxin response mutants that
showed some capacity to form lateral roots in control con-
ditions, indicates an auxin-independent mechanism in
mediating lateral root maturation by 5B1. The results that
some of the other mutants including sir?1-1, arf7-1arf19-1
and tirl-7afb2-3afb3-4 did not show a promotion could
simply be the consequence of a pleictropic effect on early
lateral root primordium initiation.

Achromobacter sp. 5B1 was isolsted from Mesquite
plants growing in a saline soil and it was possible that as
part of the natural bacterial populations, it could centribute
to an improved nutrient acquisition by modifying root sig-
naling and/or growth patterning or even might confer sait
or drought tolerance. Our data support this latter
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hypothesis, as Arabidonsis seedlings inoculated with the
bacterium grew better under salt supplements than the
axenically grown secdlings. Recent research identified two
hatophilic bacteria as Baciflus sp. and Pseudomonas lini
that promated growth under standard and satine condi-
tions in Arabidopsis, cucumber and water melon, and thus
rhizobacteria from extreme environments may extend their
probiotic traits to horticultural species (Palacio-Rodriguez
et al, 2017, Fiwpatrick et al., 2018}. As Achromobacter sp.
5B1 influences root tip navigation, plant hehavior and envi-
ronmental adaptation, it is vossible that other functional
adaptive processes such as obstacle aveidance may
depend upon the composition of the microbiomes, further
research is neaded to unveil how these dynamic responses
contribute to plant fithess.

EXPERIMENTAL PROCEDURES
Rhizosphere sampling and isolation of rhizobacteria

Bacterial isolates were collected from roots of Mesquite plants
{Prosopis sp.) growing at a location called “Poza Salada” in the
Sobaco Valley, southeast of the Chihuahuan Desert in Coahuila
state, México (26°10'54" N and 102°42'28" W). The Pora Salada
is a natural sinkbole with salbaater and the surrounding saline
soil witn EC 10.12 mScm™' and pH &61. The sampling was
conducted in April 2015. Roots were washed, disinfected with
1% sodium hypochlorite and 70% ethanol, rinsed five times
with sterile 0.5x phosphate-buffered saline solution, and then
macerated in @ mortar with 9 ml of phosphate-buffered saline
0.5x solution for endosphere bacteria isolation. For rhizosphere
sampling, 10-fold serial dilutions were made and aliquots
{100 pl} were plated on media with a contrasting composition:
free nitrogen, King B and LB supplemented with 3% NaCl. The
plates were incubated al 30°C for 1-3 days, and bacteria were
isolated based on colony morphology. propagated in their
respective cuiture media and mairtained in 30% glycerol solu-
tion at -80°C,

Analysis of the 168 rBNA gene from 5B1 strain

The hacterial isclate EB1 was grown in LB brath overnight and sub-
sequently DNA isolation was performed as previously cescribed
with some modifications {Sambrook ef &, 1989). The universal pri-
mers 341 forward (341Fw; &-AGCGGGGAGGAAGGGAGTAAA-Z)
and 1061 reverse {(1061Rv; 5-ATCGTCAGCTCGTGTTGTGA-3) were
used 10 amplify the gene encoding the 185 subunit of ribosomal
RNA {165 rRNA gene!. The mixture for cach reaction was prepared
using 32.25 ul of H,0, 10 4l of 5x Coloriess GoTag® Reaction Buffer,
2.5 11 of MgCl, €1.5 mmi, 1 pl of 341Fw {10 pni, 1 pl of 1061Rv
{10 pe), 1 ul of ANTPs (10 mn}, 0.25 ul of Tag polymerase to obtain
2.5 units per reaction and 2 al of DNA 1100 ng ;0 ") from the bacte-
ria! BBT strain. The amplification conditions were a denaturation
step at 95°C for 2 min, then for 30 cycies: a denaturation at 95¢C for
1 min, an alignment at §0°C for 1 min, amplification at 72°C and
finally an extension step at 72°C for 3 min {Weisburg et al., 1891}
Three microliters of each amplification product were mixed with
2 il of Gel Bed™ and 5 pl of Hy0, each sample was charged on a 1%
agarase horizontal slab gel with TAE 1> and then an electrophoresis
was periormed at 90 V for 45 min. Subsequently, polymerase chain
reaction products were purified using the UltraClean polymerase
chain reaction Clean up Kit (Mo Bio Laboratories, Carisbad, CA.
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USA) and were sentfor sequercing to Laboratoric Nacional de Gen-
dmica para la Biodiversidad {LANGEBIO, Irapuato, Gto, México.
The segusnce of 165 rRNA gene from 5B1 was used to download
sequences with 88% similarity using the BLAST algorithm from
NCBI (http:fwarw.ncbi.nlm.nih.gowBLAST) and ail sequences were
employed to build the phylogenetic tree in Mzca7 software {hitp:y
www. megasoftware.net/download farm) using the neighbor-join-
ing methed with 100 bootstrap replications {Falsersteir, 1985; Sai
tou and Nei, 1987; Kumar et al., 2016). Genetic distances amang tree
sequences were eslimaled with the Kimura two-parameter inodel
{Kimure, 1980}, and the trees were constructed by randomly adding
10 sequences (10 repetitions;} iNei and Kumar, 2000}.

Plant material and growth conditions

WT A. thaliana seeds {ccotype Columbia-0, Col-0) and mutants
eirT 1iRoman ¢t al.. 1995), aux? 7 (Picket et al., 1950, ¢ir] 7 iParry
ot 2, 2009}, tir1-1afb2-3afb3 4 (Parry et al., 2009}, axrT-3 {Estellz
and Somerville, 19871, sfr7-1 (Fukaki et af., 2002} ang arf7-7arf19-1
{Okushima et al., 2005), besides transgenic lines CycBT 1:uidA
iColon-Carmona et af., 1999, DR5:GFP (Otter schlager et al, 2003],
pPINTPINT-GFP {Benkova et al., 2003), pPIN2:FIN2-GFP, pPIN3::
PIN3-GFP and pPINTPIN7-GFP (Blilou et af, 2008), were used in
the difterent experiments. Seeds were surface sterilized with 955
{vivl ethanot! for 4 min and 10% iviv) commercial chioride solution
for 4 min. After five washes with sterile distilled water, sceds were
incubated in darkness at 4°C for 48 h in sterilized distilled water.
Seeds were sown or. plates containing 0.2> Murashige and Skcag
Basal Salt Mixture (MS safts) supplemented with 0.6% {wiv}
sucrose and 1% (w;v) phytagar, pH was adjusted at 7.0. The sug-
gested formulation of MS salts is 43 g L ' fora 1x concentratior,
then, we used 0.9 g L ~ for 0.2x concentration. M$ salts and phy-
tagar were purchased from Phytotechnoiogy Laboratories {Shaw-
aee Mission, KS, USA), and sucrose was purchased from J. T.
Baker {Phillipsburg, NJ, USA;. Platas wilh germinaling seeds wers
incubated at a plant growth chamber {Percival Scientific AR-951,
Perry, |A, USA) wilh a photupesod of 16 % of light and 8 h of dark-
ness. fight intensity of 100 umol m 2 sec ', and temperature of
22°C.

Plant-bacteria co-cuitivation

Scedlings of 4 days after germination were transferred ta 0.2x
MS media with or without a streak of hactetial inaculum from: iso-
iated colanies on LB soliditied media. Bactariolagical agar was
purchased from BD Bioxon and LB broth was purchased from
Phytotechnology Laboratories™. Far direct contact, six seedlings
per plate were located by placing their roots over the streak
whereby the shools were approximately 1 cm above the inocu-
tum. Far emission of volatile compounds, six seedlings were
placed on the right side of a plate with one divisior and the streak
on the left side. For diffusible compounds, six seedlings were
iocated whereby their primary root tips were approximately 5 cm
above the inoculum. Marks were placed on the plates at the ioca-
tion of the primary root tips at the transfer momert and the
growth analyzed 6 days later. The plates were incubated in a plant
growth chamber AR-95L {Percival Sciertific) with a phetoperiod of
1B6h of light and 8h of darkness, light intensity of
100 pmol m~ sec™? and temperature of 22°C.

The interaction between Arabidopsis and Achrormobacter sp.
5B1 was assessed in medium suppiemented with 0, 5 and 10 pm
BFA. In 1his case. the compounrd was supplemented directly 1o the
0.2 MS growth medium before the transfer of secdlings 4 days
after germination over a streak of bacterial inoculum ard growth
allowed for 6 additional days.
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Growth in artificial soil

Seedlings 10 days after germination grown in the direct contact sys-
term described in the previous section were trarsferred to boxes with
an ortificial seil mixture composed of peat moss (Sunshine®, Aga
wam, MA, USA}, perlite and vermiculite with a 3:1:1 ratie, as well as
300 m! of MS 0.1 nutrient solution, Boxes with growing planrs
were incubated in a plant growth chamber (Percival Scientilic AR-
95L) with a photoperiod of 16 h of light and 8 h of darkness, light
intensily of 100 pmol m 7 sec ' and temperature of 22°C. During
the incubation perind, each box was watered ance a week with
300 m! of distilled sterilized water.

Histochemical analysis of GUS activity

Transgenic Arabicopsis seedlings expressing the widd {GUS)
reporter gene were incubated in a microtiter piate with 0.1% b
bromo-4-chlore-3-indoly!-p-o-glucuronide (X-Glic! in a phosphate
buffer at pH 7 (0.1 m NaH,PO, and 0.1 M NazHPO,} with 2 mu
KiFeiCNYs and 2 mm KsFelCN)g overnight at 37°C (Jefferson
et al., 1987). After removing X-Giuc solution, seedlings were
incubated during B0 min at 62°C with ar acid solution {0.24 N
HCl in 20% metharol (viv]}. The acid solution was suhstituted
by a basic solution (7% NaOH (wjv] ir 60% ethanol |viv)i for
20 inin at rourn temperature. After thrawing away the basic
solution, seedlings were dehydrated with ethanol treatments at
40%, 20% and 0% {vWv} for 20 min each, and fixed with 50%
glycerol {vfv] {Malamy and Benfey, 1987). X-Gluc was purchased
from Phytotechnology Laboratarios®, The fixed roots were
placed on glass slips, covered with coverslips and sealed with
commercial nail varnisn; subsequently they were photographed
with a Nomsrski microscope {Leica DFC430C, Leica Microsys-
tems, Wetzlar, Germany). For each treatment, 10 seedlings were
analyzed.

Analysis of GFP activity

Transgenic Arabidopsis seedlings expressing the GFP repurter
gene were incubated in 10 mg ml * propidium iodide over 1 min.
Propidium indide was purchased from Sigma-Aidrich {St. Louis,
MO, USA). The seedlirgs were rinsed in water and mounted with
50% glycercl on glass slips and covered with coverslips. Each
sampie was analyzed separately ‘or propidium iodide (with an
excitation at 568 nm and an emission window at 585 610 nm} and
GFP fluorescence (with an excitation at 438 nm and an emission
window at 505-550 nm) using a confocal microscope (Qlympus
FV¥1200, Tokyo, Japan) after which the twa micrographs were
merged to praduce a final image. For each treatment, 10 indepen-
dent seedlings were analyzed.

Plant growth analysis

To evaluate in vitro growth, elongation of tha primary roots during
the :nteraction with 5B1 were measured with a ruler, and lateral
roots present in this primaty root segment were recorded using @
stereamicrnscope {l eica MZ86] at 10x magnificat'on, and the lateral
root density was calculated by dividirg the lateral root number by
primary raoi length in 8 individuals of each growth condition. The
total fresh weight, shoot fresh weight and root fresh weight of six
seedlings grown on the same plate were measured with an analyli-
cal balance {Ohaus, Parsippany, NJ, USA) and three plates of each
growth condition were evaluated. Ten micrographs {photographs
acquired in the microscape} of each growth condit'an were analyzed
in Imaged software [hitp/#rsbweb.nih.gov./iii) to determine how
many cells expressed the reporler gene. To avaluate the growth in

soil, stem length was measured with a ruler and siliques were
counted, while tota: seed production was calculated fram the aver-
age number of seeds in 10 siliques harvested in the middle zone of
shoot and total siliques in four plants of each growth condition. In
all experiments, the dataset was statistically analyzed with s—arstca
10.0 prograrn (Dell StatSoft, Austin, Texas, USA). One-way anova or
two-way anovs were performed and then data are analyzed with the
Tukey's post hoc test. Different letters were used to indicate means
that differ sigrificantly (P < 0.05).
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Figura §1. Phenotype of Arabidopsis thaliana seedlings co-inoru-
lated with Achromobacter sp. 5B1.

Figure 82. tffects of Achromobacter sp. GB1 on growth and root
architecture of Arabidopsis thaliana seedlings grown ir divided
Petri plales.

Figure S3. [nfluence of Achromabacter sp. 5B1 co-cultivated in the
front of the primary root in growth and root system architecture.
Figure $4, Development of the Jateral root primordia {LRP} and lat-
eral roots {RL) in Arabidopsis plants ce-noculated with Achro-
mobacter sp. 581,

Figure S5. Effect of brefeldin A (BFA) on roots of Arabidopsis thati-
ana co-cultivated with Achromobacter sp. 5B1.

Figure S6, Expression pattern of PIN transporters in primary root
tips of plants co-cultivated or not with Achromobacter sp. 5B1 and
treated with brefeldin A.

Figure S§7. Achromobacter sp. 5B1 on grawth of Arabidapsis WT
and tiriafh2afb3 primary roots.

Figura $8. Effects of salt on root architecture and biomass produc
livn in Arabidopsis thafiana seedlings.
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Figure S1. Phenotype of Arabidopsis thaliana seedlings co-inoculated with Achromobacter sp. 5B1.
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In the middle of the Chihuahuan desert in Mexico, far from
civilization, lies a natural sinkhole called the Poza-Salada. It
is a very extreme environment, scarce in nutrients and
water but high in salt. Despite this, several herbaceous
plants and a few mesquite trees grow there healthily. This
caught the attention of a group of researchers interested in
plant-microbe interactions. It is becoming more and more
apparent that the microbial composition of the soil plays a
key role in plant health and resistance to stresses (Van-
denkoornhuyse et al., 2015), and the researchers were
eager to investigate the bacterial community of the rhizo-
sphere of these plants. They visited the site and collected
soil samples from around one of the mesquite trees. In this
issue of The Plant Journal, Kiran R. Jiménez-Vazquez and
colleagues present their findings on one of the bacterial
strains from this soil that was of particular interest.

The bacterium in question was identified and designated
as Achromobacter sp. 5B1. It had caught their attention
because Arabidopsis seedlings that were co-cultivated with
the strain showed a twofold increase in total fresh weight.
Upon closer inspection, it turned out that these bacteria
had major effects on the root system. Compared to seed-
lings grown axenically on agar plates, plants that were
placed over a bacterial streak had a higher lateral root den-
sity. The primary root was longer and deviated from the
gravity vector, forming coils (see Figure). Furthermore,
when grown on medium supplemented with salt, the
plants inoculated with these bacteria still showed higher
lateral root density and increased fresh weight compared
to axenically grown plants. This indicates that the Achro-
mobacter strain promotes plant health by altering root
development, and has the potential to reduce the effect of
salt stress.

Based on the agravitropic root phenotype, and given the
intimate involvement of auxin in root architecture and
gravitropism (Brand et al., 2012), the authors investigated
the possibility that these bacteria cause a change in auxin
signaling. Gravity is sensed in the columella, a specialized
gravity-sensing region at the tip of the root, and a gravity
stimulus causes auxin transporters of the PIN-formed (PIN)

protein family to localize to the bottom side of the col-
umella cells. This directs the auxin flow towards the lower
side of the root, dictating its growth towards the gravity
vector (Kleine-Vehn et al., 2010). To visualize auxin distri-
bution in roots grown with or without these bacteria, the
authors made use of a reporter gene under the control of
an auxin-responsive promoter (DR5:GFP). In the roots co-
cultivated with Achromobacter sp. 5B1, they observed an
increased auxin response in lateral root primordia. More-
over, they found a different, asymmetrical distribution in
the root tip, with response maxima at the very end of the
tip and the concave side of the root coil. To understand
what is behind this different distribution, the authors stud-
ied the abundance of several PINs by measuring fluores-
cence intensity in transgenic seedlings expressing GFP-
labeled constructs. They found that all the investigated PIN
proteins showed altered abundance in roots co-cultivated
with these bacteria (see Figure). Moreover, when they
applied the auxin transport inhibitor Brefeldin A, which is
known to alter PIN localization, the effect of these bacteria
on the roots was disrupted. Hence, PIN proteins appear to
play an important role in the bacterial-induced root alter-
ations.

Further analysis of the underlying pathway showed that
the response in the primary root might not be controlled
by the exact same pathway as the response of lateral root
growth. The most characterized mechanism by which
plants sense auxin involves Aux/IAA co-receptors and
AUXIN RESPONSE FACTORS (ARFs). ARFs are transcrip-
tion factors that bind to specific promoter sequences in
auxin-regulated genes. When auxin levels are low, Aux/IAA
proteins bind to the ARFs and form a repressive complex.
Upon auxin perception, Aux/IAAs are targeted for degrada-
tion, releasing ARFs from the repressive complex and
allowing them to regulate gene expression (Bargmann and
Estelle, 2014). The authors investigated mutants defective
in this mechanism, including mutants for several proteins
involved in the degradation of Aux/IAA. They found that
several of the mutants showed an altered primary root
growth and coiling response, but only a minor effect on

© 2020 Society for Experimental Biology and John Wiley & Sons Ltd 1637
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Figure. The effect of cultivating Arabidopsis seedlings with Achromobacter sp. 581. (a) Seedlings grown with and without Achromobacter sp. 5B1. From top to
bottom, Arabidopsis seedlings, a close-up of the primary root, and confocal imaging of DR5:GFP expression in the primary root tip. The arrows show the forma-
tion of a coil, the tip of the root after coil formation, and the redistribution of the auxin response towards the concave side of the root, respectively. (b) Cartoon
of the primary root tip of Arabidopsis seedlings showing the expression domains of all major PIN transporters in different colors. Achromobacter sp. 581 pro-
motes PIN3 expression in columella cells while repressing PIN1 and PIN2 in meristem and cell elongation regions. Figure by Kiran R. Jiménez-Vazquez.

the increase of lateral roots was observed. The same was
true for mutants for auxin transporters, where only the root
coiling response was affected. Hence, it seems that root
coiling and primary and lateral root growth are not orches-
trated by a single mechanism.

The paper adds to an increasing body of research that
indicates that in their natural environment, plant roots are
greatly affected by the microbial communities. Natural soil
conditions are of course rather different from the sterile
agar plates used for studying root growth in laboratories.
However, corresponding author José Lopez-Bucio is not
worried that findings on root behavior based on these artifi-
cial growth conditions are not representative of natural con-
ditions. With his experience in the reaction of roots to
nutrient availability on plates and in the field, he believes
that root growth in axenic and natural conditions is compa-
rable enough to draw conclusions. Moreover, plants grown
on soil or rock wool in growth chambers will attract bacteria
and other microbes by releasing nutritive compounds by

their roots just like in the field. So, there is no need to sud-
denly change the way root growth experiments are per-
formed. Although most researchers would probably be happy
to go on a field trip to a natural site like the Poza-Salada.
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9. DISCUSION

Las rizobacterias contribuyen en el crecimiento y la productividad de los cultivos
sin afectar la fertilidad de los suelos, particularmente las especies de bacterias aisladas
a partir de ambientes extremos exhiben efectos promisorios en cultivos en condiciones
adversas. Sin embargo, antes de la formulacion de bioinoculantes, es necesario entender
los procesos que ocurren durante la interaccion planta-bacteria, como los cambios en el
crecimiento de los 6rganos y los mecanismos moleculares implicados en la interaccion.
Hasta ahora, la mayoria de las rizobacterias reportadas inhiben el crecimiento de la raiz
primaria y promueven la formacion de raices laterales a través de alteraciones en las
respuestas hormonales, lo que incrementa su capacidad de exploracion y adquisicion de
nutrientes (Lopez-Bucio et al., 2007, Sukumar et al., 2013; Spaepen et al., 2014).

En el presente trabajo se caracterizé el efecto de Achromobacter sp. 5B1 en el
crecimiento y la arquitectura de la raiz de Arabidopsis thaliana bajo diferentes
condiciones de crecimiento: in vitro y en suelo. Sorpresivamente, la acumulaciéon de
biomasa en la planta correlacion6 con los movimientos gréaciles de la raiz causados por
la redistribucion de auxinas. Hasta donde sabemos, este trabajo es el primer reporte de
una especie del género Achromobacter con propiedades bioestimulantes en el desarrollo
de la raiz. Anteriormente se habia descrito en este microorganismo otras propiedades
como la fijacion de nitrégeno, solubilizacion de fésforo y produccion de auxinas para este
género, por lo que se abren posibles aplicaciones en la agricultura (Bertrand et al., 2000;
Jha y Kumar, 2009).

Achromobacter sp. 5B1 tiene la capacidad de promover el crecimiento mediante
cambios en el comportamiento de la raiz que podrian contribuir en una mayor exploracion
del suelo hacia zonas ricas en nutrientes. Los compuestos organicos volatiles y los
compuestos difusibles producidos por la cepa Achromobacter sp. 5B1 tienen efectos
promotores en Arabidopsis thaliana, sin embargo, la colonizacion de la raiz desvia el
crecimiento de dicho 6rgano del vector de gravedad, lo que resulta en la formacién de
giros que mejoran la formacion de raices laterales al acelerar el desarrollo de los
primordios. Ademas, los efectos probidticos se mantienen en el crecimiento de las
plantas en suelo y se reflejan por el aumento en la produccién de biomasa foliar, radicular

y la produccién de silicuas.
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La formacion de gradientes de auxinas depende de la distribucion y actividad de
los transportadores PIN (Blilou et al., 2005; Band et al., 2014). El analisis de la expresion
de dichos transportadores muestra la represion de PIN1 y PIN7 en la provasculatura, asi
como de PIN2 en las células del cortex y la epidermis, mientras que PIN3 (indispensable
en la distribucién asimétrica de las auxinas en la cofia de la raiz) no presenta cambios
en la provasculatura e incrementa la expresion en la columnela de las raices que forman
giros como resultado de la colonizacion con Achromobacter sp. 5B1, sugiriendo que la
formacion de giros es resultado de la alteracion del transporte de auxinas en la punta de
la raiz.

La BFA es un compuesto que inhibe el trafico vesicular, impidiendo la localizacién
de las proteinas en la membrana plasmatica, donde llevan a cabo su funcion. En reportes
previos, el uso de BFA es por tiempos limitados y posteriormente se recupera el trafico
vesicular, sin embargo, en este trabajo se mantuvieron las plantas con BFA durante 6
dias, lo que resulta en el bloqueo tanto de la distribucién asimétrica de auxinas como en
la formacion de giros en las raices en contacto con Achromobacter sp. 5B1. La expresion
de las proteinas PIN también se altera bajo los tratamientos con BFA, PIN1 muestra la
represion mas severa y dicho efecto se mantiene con la inoculacion con Achromobacter
sp. 5B1. Aungue el resto de las proteinas analizadas no presentan una represion
marcada con el tratamiento por si mismo con BFA, el co-cultivo con la bacteria y la BFA
revela una represion drastica, incluso la interrupcion del transporte de auxinas provoca
la muerte de las células de la columnela. Para que ocurra el cambio en la direccion del
crecimiento y formacion de los giros se requiere la localizacion de las proteinas PIN en
la membrana plasmatica, asi que Achromobacter sp. 5B1 podria estar actuando
principalmente a nivel de expresiéon de los trasportadores de auxinas de manera
especifica, aunque no podemos descartar la posibilidad de que afecte la localizacién los
transportadores de auxinas.

Los comportamientos agravitropicos en la raiz son caracteristicos de plantas
mutantes afectadas en el transporte y la sefializacién de auxinas (Swarup et al., 2001;
Muller et al., 1998; Dharmasiri et al., 2005b). En las mutantes eirl-1 y aux1-7 afectadas
en el transportador de salida de auxinas PIN2 y en el importador de auxinas AUX1

respectivamente, se interrumpe la respuesta gravitropica e incluso se forman giros de la
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misma manera que en las plantas tratadas con Achromobacter sp.5B1. Sin embargo, la
formacién de raices se inhibe, aunque en cierto grado Achromobacter sp. 5B1
reestablece la formacidbn de estas estructuras. Adicionalmente, y de manera
sincronizada, practicamente todas las raices de las mutantes afectadas en los
transportadores mencionados, presentan giros en un mismo sentido, fenébmeno que
también ocurre en las mutantes afectadas en la sefializacion de auxinas axrl-3 y
tirlafb2afb3. Lo anterior confirma que Achromobacter sp.5B1 afecta el transporte y la
sefalizacion de auxinas en cierto grado y de manera especifica en la punta de la raiz e

intensifica la respuesta auxinica en la zona de diferenciacion de la raiz.

10. CONCLUSION

Achromobacter sp. 5B1 es el primer probiotico identificado que modifica la
direccidn del crecimiento de la raiz a través de la alteracion especifica en el transporte y
distribucion de las auxinas en la raiz e induce la respuesta auxinica mejorando la

formacioén de raices laterales.
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